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In bezug auf die Rechtschreibung der Fachausdricke sind bis auf weiteres die 
Publikationen der Deutschen Chemischen Gesellschaft maBgebend. In zweifelhaften Fallen 
wird der etymologische und internationale Standpunkt vor dem phonetischen bevorzugt. 
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Uber Neo-, Xantho-neobilirubinsiure und Partialsynthese 
des Mesobilirubins und Mesobilirubinogens (Urobilinogens). ’ 


Von 


H. Fischer und Richard Hess. 
Mit {8S Figuren im Text. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen. 


(Der Redaktion zugegangen am 28. November 1930.) 


Der Gallenfarbstoff Bilirubin, das biologische Abbauprodukt 
des Blutfarbstofies, hat die Zusammensetzung ©,,H,,N,O,, besitzt 
ein Kohlenstoffatom weniger wie das eisenhaltige Hiimin und zwei 
Sauerstoffatome mehr, zeigt keimerlei charakteristische spektro- 
skopische Erscheinungen und ist durch eine Reihe schéner Farb- 
reaktionen ausgezeichnet, vor allem durch die (Gmelinsche 
Reaktion mit salpetriger Siure. 

Bilirubin gibt bei der energischen Oxydation nur Hiimatin- 
siure, verhilt sich also wie Himin; ,basische Imide“ fehlen. 
Reduziert man Bilirubin katalytisch, so erhilt man unter Auf- 
nahme von 2 Mol Wasserstoff Mesobilirubin. Dieser neue Kérper 
steht zu Bilirubin in demselben Verhiltnis wie Mesohimin zu 
Hiimin; Mesobilirubin gibt bei der Oxydation neben Hiimatinsiiure 
Methylathylmaleinimid. Bei der energischen Reduktion entsteht 
aus Bilirubin neben wenig Kryptopyrrol und Kryptopyrrolcarbon- 
siure als Hauptprodukt die Bilirubinsiure, deren Konstitution 


durch das Ergebnis der Oxydation und Reduktion bewiesen ist: 
H,C,——.C H, Hs -CH,—CH,— COOH 
I | | 
HO. 3——-cuH, ——\_JcH, 
NH NI 





') X. Mitteilung: Zur Kenntnis des Gallenfarbstoffes. (Vorgetragen in 
der Miinchner Chem. Ges. 4. XII. 1930.) IX. Mitteilung, siehe diese Z. 146, 
196 (1925). 
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Bilirubinsiure libt sich zur Xanthobilirubinsiure, einem Farb- 
stoff folgender Konstitution dehydrieren, der auch aus Bilirubin 
und Mesobilirubin durch Abbau mit Kaliummethylat erhiiltlich ist: 

eo — i, H,C §(CH,—CH,—COOH 


I] 
| | | ] 
HOL__}———CH <:, gnons 


al 
NH N 

Zwischen (1) und (Il) besteht also die Relation Leuko- 
verbindung—Farbstoff, wie zwischen Mesoporphyrinogen und Meso- 
porphyrin oder zwischen Dipyrrylmethanen und Dipyrrylmethenen. 

Das Entstehen der Bilirubinsiure und der Xanthobilirubin- 
siure unter Bedingungen, unter denen das Hiimin und seine 
Derivate, z. b. Hiimatoporphyrin in ihre Bausteine zerlegt werden, 
ist sehr bemerkenswert, denn friither ist oft Bilirubin in Zusammen- 
hang gebracht worden mit Hiimatoporphyrin, wohl wegen der dhn- 
lichen Zusammensetzung. Von den 6 Sauerstoffatomen beider 
Farbstoffe liegen je vier in zwei Carboxylgruppen vor und zwar 
zerfillt das Himatoporphyrin unter den Entstehungsbedingungen 
der Bilirubinsiure (I) zu seinen Bausteinen, d.h. einfachen Pyr- 
rolen. Im Bilirubin ist also der nicht in den Carboxylgruppen be- 
findliche Sauerstoff stabil verankert, im Himatoporphyrin ist er labil. 

Kiister') hat mit Diazomethan aus Bilirubin einen schén 
krystallisierten Dimethylester erhalten. 

Auch Mesobilirubin gibt einen schén krystallisierten Ester.) 
Durch Natriumamalgamreduktion oder auf katalytischem Wege 
laBt sich Bilirubin sowie Mesobilirubin in Mesobilirubinogen *) 
iiberfiihren, das durch intensive Khrlichsche Reaktion aus- 
gezeichnet ist. Mesobilirubinogen ist identisch mit Urobilinogen.’*) 
Letzteres liBt sich mit Methylat wieder in Mesobilirubin ®) iiber- 
fiihren, ist also die Leukoverbindung des Mesobilirubins. 

Auch in diesen Kérpern liegen Dicarbonsiiuren vor, die auBer 
den beiden Carboxylgruppen noch 2 Sauerstoffatome enthalten, 
eines dieser in Form einer Oxygruppe. Die bindungsart des 
zweiten ist noch nicht exakt bewiesen, vielleicht ist es in einem 
Furanring enthalten: denn bei dem Abbau des Bilirubins mit 
salpetriger Siiure entsteht ein Kérper, der nach der Analyse ein 


') Diese Z. 141, 40 (1924). 

2) Diese Z. 127, 326 (1923). 

3) Diese Z. 73, 222 (1911): 75, 342 (1911); 137, 307 (1925); 127, 325 (1923). 
‘) Diese Z. 75, 232 (1911). 

») Ber. chem, Ges, 47, 2332 (1914). 
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Methyl-vinyl-maleinimid sein kénnte. Diese Konstitution kann 
jedoch nicht zutreffen, weil bei der katalytischen Hydrierung unter 
Aufnahme von 1 Mol Wasserstoft nicht Methylithylmaleinimid, 
sondern ein neuer K6érper entsteht, dem hiernach nur die Kon- 
stitution (1V) zukommen kann, wiihrend das Ausgangsmaterial die 
Formel (III) besitzen muB. 


eo — CH Ho—o,—__¥ CH, 
HI } | IV —— 
HO-—-C) U -CH HO-—C! CH, 
ie ( 7 Ba “ he ae 1 Pa 
NH O NH Q 


Durch Synthese ist der Beweis noch nicht erbracht (vgl. auch S. 207), 

Die Bilirubinsiure besitzt 17 Kohlenstoffatome, Bilirubin hat 
33 Kohlenstoffatome, sie kann also nur die eine Hilfte des [uili- 
rubins wiedergeben, wihrend die zweite bisher sich hartniickig 
dem Nachweis entzogen hat. 

Beim Himin hat O. Schumm!) durch Resorcinschmelze eine 
Absprengung der ungesittigten Seitenketten herbeigefiihrt und 
nachdem auf Grund der friiheren Ergebnisse auch im [ilirubin un- 
gesittigte Seitenketten, allerdings vielleicht in etwas anderer Form 
(vgl. spater) angenommen werden miissen, lag es nahe, diese Abbau- 
methode auch auf Bilirubin anzuwenden. Hier verliefen «die Ver- 
suche bis jetzt wenig befriedigend, deshalb wahlten wir als Aus- 
gangsmaterial zuniichst das Mesobilirubin, das durch katalytische 
Reduktion relativ leicht zugiinglich ist.*) Die Resorcinschmeize 
fiihrte zu einem schon krystallisierten Kérper (vgl. Fig. 1 und 2), 
der in der Zusammensetzung und Kigenschaften der Nantho- 
bilirubinsiiure recht iihnlich war, aber weniger Kohlenstoff und 
Wasserstoff enthielt. Die Reduktion mit Natriumamalgam gab 
eine prachtvoll krystallisierte Leukoverbindung (vgl. Fig. 6), die 
eine intensive Ehrlichsche Reaktion gab und bei der Behandlung 
mit Kaliummethylat bei 190° wieder das Ausgangsmaterial lieferte. 
Bei der Oxydation entstand Methylithylmaleinimid. Der hoérper 
ist eine Siure, er gibt einen schon krystallisierten Ester. Fiir den 
neuen Koérper schlagen wir den Namen ,,Neo-xanthobilirubinsiure~ 
und fiir seine Leukoverbindung ,,Neobilirubinsiiure“ (vgl. S. 198) 
vor. In der Neoxanthobilirubinsiiure ist eine freie Methin- 
gruppe enthalten, denn sie bzw. ihr Ester gibt mit Benzoldiazo- 

') Diese Z. 178, 1 (1928). 

*) Als Katalysator wurde das kolloidale Palladium nach Paal in 
1° ,iger wiiBriger Lésung verwendet, welches uns die I. G. Farbenindustrie 
A. G. Hochst a. M. in liebenswiirdiger Weise zur Verfiigung gestellt hat. 

13” 
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Pig: 1. 
Neo-xanthobilirubinsdure, 
Rohprodukt aus Chloroform. 





Fig. 3. 
Neo-xantbobilirubinsiure- 
methylester, 





Fig dD 
Brom-neoxanthobilirubinsdureester, 





Fig. 2. 
Neo-xanthobilirubinsiiure 
aus Methylalkohol. 





Fig. 4. 
Azofarbstoft 


des Neo-xanthobilirubinsadureesters, 





Fig. 4. 


Neo-bilirubinsdure aus Essigester. 
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niumchlorid einen schén_ krystallisierten Monoazofarbstott vgl. 
Fig. 4), mit Phthalsiiureanhydrid ein schén krystallisiertes Phthalid. 
Nach der Elementaranalyse der Neoxanthobilirubinsiiure kommt 
ihr die Formel C,,H,,N,O., zu, sie ist also um eine Methylen- 
gruppe airmer als die Xanthobilirubinsiiure und besab hiernach 
mit groBer Wahrscheinlichkeit folgende Konstitutionstormel: 
to..—o—-om H,C—C,  ,C—C,H,COOH 

_—* : I ll 

HO—C.. _'c— CH cL JCH 
N NH 

Hieriiber mubte der totale Abbau entscheiden.  [ilirubinsiure 
gab hierbei wenig Kryptopyrrol und relativ viel Kryptopyrrol- 
carbonsiiure.!) War die Formel der Neoxanthobilirubinsiure 
richtig, so mute hier wiederum Kryptopyrrol auttreten und 
Hamopyrrolcarbonsaure, denn bei der reduktiven Autspaltung 
von Pyrrolfarbstoften besteht stets die Neigung, zwei Methyl- 
gruppen auf einer Seite eines Pyrrolkernes zu bilden, wie wir 
aus zahlreichen Untersuchungen”) wissen. In der ‘lat ergab der 
Abbau das vorhergesehene Resultat; neben Kryptopyrrolpikrat 
konnte das der Himopyrrolcarbonsiure eindeutig nachgewiesen 
werden. Schmelz- und Mischschmelzpunkt waren identisch. 

Auf Grund dieser Befunde und der Resultate der Klementar- 
analyse war die Formel der Neoxanthobilirubinsiiure im Sinne 
von (V) bewiesen und damit stimmt auch weiter das Bromierungs- 
resultat iiberein, das einen Monobromkorper (vgl. Fig. 6) gab fol- 
gender Konstitution: 

H,C—-C——C—C,H, H,C—C,_-C—C,H,COOH 


| | 
HO—C. VC CH Cl ~C—Br 
\ NH 


VI 


Kine der wichtigsten Porphyrinsynthesen besteht in der Vereinigung 
zweier kernbromierter Methene mit methylbromierten Methenen, wobei statt 
ersterer auch Methene mit zwei freien Methingruppen Verwendung finden 
kénnen. Nachdem Bilirubinsiure in friiheren Versuchen mit Eisessigbrom- 
wasserstoff ein Mesoporphyrin ergeben hatte, war bei Annahme obiger Kon- 
stitutionsformel fiir Neoxanthobilirubinsiiure auch ihre Vereinigung mit 
methylbromierten Methenen zu Porphyrin unter analogen  Reaktions- 
bedingungen zu erwarten. Auch diese Reaktion trat in der Tat ein. Uber 
die Porphyrine erfolgt spiiter Mitteilung. 


1) Diese Z. 89, 268 (1914). 
*) Liebigs Ann, 458, 124 (1927): 475, 213 (1929); 478, 283 (1930). 
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Neoxanthobilirubinsiure ist in ihren Kigenschaften der Xantho- 
bilirubinsiiure auBerordentlich fhnlich. Kinwirkung von Kisessig— 
Jodwasserstotl, wie Amalgamreduktion gibt die Leukoverbindung: 


HCC, #0454, H,C—C_ —~C--C,H,COOH 
VII | | | 
HO—Cl JC CH,- CL JCH 
he or 
NH NH 
die den Namen Neobilirubinsiiure erhilt. Sie krystallisiert aus 


Chloroform in Prismen und schmilzt bei 185°. Der Mischschmelz- 
punkt mit Bilirubinsiiure (Schmelzp. 187°) gab eine scharfe De- 
pression um 15° Bei der katalytischen Reduktion nimmt Neo- 
xanthobilirubinsiure 1 Mol Wasserstoff auf, eine weitere Be- 
stiitigung des Zusammenhanges zwischen Formel V und VII im 
Sinne von Farbstoff und Leukoverbindung. 

Auf Grund der bisherigen Ergebnisse war Neobilirubinsiure mit 
groBer Wahrscheinlichkeit die solange vermiBte zweite Hilfte des 
Bilirubins bzw. Mesobilirubins. Dann miiBte sie auch bei der 
Hisessig—.J odwasserstoffreduktion des Mesobilirubins, die bisher 
nicht durchgefiihrt wurde, isolierbar sein. In der Tat gelang es 
auch hier nach Uberwindung einiger Schwierigkeiten beide Spalt- 
produkte nebeneinander nachzuweisen, und zwar betrug die Ge- 
samtausbeute an Rohprodukt weit tiber 50°/). Bilirubinsiiure 
ist in Chloroform leicht léslich, Neobilirubinsiiure schwer und 
auf Grund dieser verschiedenen Léslichkeit konnte die Neobili- 
rubinsiiure abgetrennt werden, wihrend die Mutterlauge nach 
Auskupplung mit Diazobenzolsulfosiiure bis zum Ausbleiben von 
Ehrlichscher Probe Bilirubinsiiure ergab. Schmelz- und Misch- 
schmelzpunkt mit Bilirubinsiiure aus Dilirubin waren identisch. 

Neobilirubinsiiure enthilt (vgl. die Formel) eine freie Methin- 
gruppe, mub infolgedessen mit Aldehyden kondensierbar sein. In 
der Tat entsteht mit Benzaldehyd und 25°/,iger Salzsiure in 
quantitativer Ausbeute ein in gelben Nadeln krystallisierendes 
Kondensationsprodukt vom Schmelzp. 248°. Dieses Produkt erwies 
sich durch den Mischschmelzpunkt, die Analyse und durch seine 
chemischen Kigenschaften als identisch mit dem Kondensations- 
produkt, welches H. Fischer und Niemann’) aus Mesobilirubi- 
nogen durch Erhitzen mit Benzaldehyd in 25°/,iger Salzsiure 
erhalten hatten. 


') Diese Z. 137, 312 (1924). 
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Der Kérper vom Schmelzp. 248° abt sich mit methyl- 
alkoholischem Chlorwasserstoff zu einem in priichtigen, leuchtend 
roten Prismen krystallisierenden Kster-chlorhydrat (vgl. Fig. 7) 
umsetzen. An der Luft oder mit Lésungsmitteln verwittert jedoch 
dieses sehr leicht und man erhilt den von H. Fischer und Nie- 
mann beschriebenen gelben Ester vom Schmelzp. 212°. Beide 
Koérper reagieren nicht mit Dimethylamidobenzaldehyd. |ieses 
Produkt wurde seinerzeit fiir das Kondensatiousprodukt von Benz- 
aldehyd mit Bilirubinsiiure gehalten. Diese Ansicht laBt sich 





Fig. 7. 


Esterchlorhydrat der Benzyliden-neobilirubinsaure, 


nicht mehr vertreten. Offenbar wird durch Spaltung des Meso- 
bilirubinogenmolekiils bei der Behandlung mit 25°) iger Salzsiure 
die zweite Hilfte (Neobilirubinsiure) durch den Aldehyd bzw. die 
Aldehyde abgefangen. Nur noch die beiden folgenden Konstitutions- 
formeln sind méglich: 


H,C—O) C~CM, H,0—G; -C—C,H,COOH 
| | 
VIII ; ; i lle 
HO—C\_ _C C cl cH 
NH | NH 
HC-C,H, 
H,C—C,——,C—C,H, H,C—C C—C,H,COOH 
IX | ‘ Y ‘ ‘ ‘ 
HO—CL C —O. C=CH—C,H, 
Nu H, N 


wobei Formel VIII von vornherein iiuBerst unwahrscheinlich ist, 
weil, wenn Methylengruppe und freie Methingruppe zur Konden- 
sation zur Verfiigung steht, natiirlich der Aldehyd an der freien 
Methingruppe eingreifen wird und nicht an der Methylengruppe, 





H.O-C; 
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die in der bilirubinsiiure reaktionstriige ist, denn Bilirubinsiiure 
selbst ist nicht kondensationsfahig mit Aldehyden. DemgemiB 
erscheint Formel 1X am wahrscheinlichsten, d. h. der neue Korper 
ist eine Benzyliden-neobilirubinsiure. 

Durch Reduktion der Benzyliden-neobilirubinsiure mit Kis- 
essig—Jodwasserstoff gelangt man zur Benzyl-neobilirubinsiure, 
einem farblosen Produkt von folgender lonstitution: 


H.C, C,H, H,C,—,C, H, COOH 
| | i| 1 
: | | es } ' 1 
x Hol )— C CH, C,H, 
4 2 N 
H H 


Die Analysen bestitigen diese Formel. Durch den Mischsehmelz- 
punkt und die chemischen Kigenschaften wurde wieder die Iden- 
titiit unseres Produktes mit dem auf dieselbe Weise von H. Fischer 
und Niemann!) erhaltenen Kérper bewiesen. Die Benzyl-neobili- 
rubinsiure libt sich nicht bromieren, jedoch tritt beim Behandeln 
mit brom—Kisessig Oxydation zur Benzyliden-neobilirubinsiure ein. 
Diese beiden Koérper stehen also auch im einfachen Verhiltnis 
von Farbstoft zur Leukoverbindung. 

FaBt man alle experimentellen Resuitate zusammen, so kommt 
fiir das Benzaldehyd-Kondensationsprodukt nur die Formel IX in 
Frage, die alle Beobachtungen und sein Entstehen aus Meso- 
bilirubinogen erklirt. Hierbei wird das Molekil in die beiden 
Bilirubinsiiuren gespalten und nur die Neobilirubinsiure ist konden- 
sationsfiihig, wiihrend die Bilirubinsiiure als vollkommen_ sub- 
stituiertes Pyrrol in der Mutterlauge geblieben ist. DaB sie nicht 
isolierbar war, erklirt sich ohne weiteres durch die starken Ver- 
harzungsreaktionen; indessen sollen die Versuche zur Isolierung 
bei Gelegenheit nochmals wiederholt werden. 

Kin ganz anderes Resultat wurde bei der Benzaldehyd-Konden- 
sation der Neoxanthobilirubinsiiure erhalten. Bei der Konden- 
sation in alkalischem oder besser noch in saurem Medium resul- 
tierte ein Kérper, welcher der Analyse nach entstanden ist durch 
Zusammentritt von 2 Mol Siure mit 1 Mol des Aldehyds. Fiir 
die Verbindung kommt folgende Konstitution in Frage: 


1! ‘ . | nn ’ v Te 
HO-C. _c cae ee ae es 
N H NH NH N 


XI C,H, 


| 
} 














1) Diese Z. 146, 209 (1925). *, § = CH,-CH,-COOH. 














C-C,H,, H,C C 7C-S*) — *)S-C;- —C-CH, H.C,-C, C-CH, 
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Sie ist demgemiib ein Bis- (Neoxanthobilirubinsiiure)-phenylmethan, 
Aus Chloroform—Petrolither oder aus Pyridin—Methylalkohol (vgl, 
Fig. 8) krystallisiert es in schénen gelben Wiirfiln vom Schmelz- 
punkt 257°. Die Gmelinsche Reaktion zeigt ein Farbenspiel, 
das dem mit Bilirubin sehr ihnlich ist. 

Die Gmelinsche Reaktion fiihren wir als Schichtprobe durch, indem 
wir eine Chloroformlésung des zu untersuchenden Farbstoffes mit nitrit- 
haltiger bzw. stickoxydhaltiger Salpetersiiure versetzen. Die Chloroformlésung 
firbt sich dann nacheinander zuerst griin, dann blau, violett, rot, zum 
SchluB gelb. Die Reaktion libt sich so auch spektroskopisch vertolgen. In 
der griinen Phase erscheinen 4 Streifen, welche sich in der blauen verstiirken. 
I um 700, II etwa 640, II etwa 600, [IV verwaschen bei 550. Intensitiit | 
III] IV Il. Streifen I ist nur mit Prismenspektroskop erkennbar. In der 
violetten Phase kommt noch ein fiinfter Streifen bei etwa 500 hinzu, der in 
der roten Phase sich verstirkt, wihrend die iibrigen verblassen. 

Damit ist zum erstenmal, wenn auch aus analytischem 
Material, ein Kérper synthetisiert, der mit Gmelins Reagens das 
fiir Bili- und Mesobilirubin charakteristische Farbenspiel liefert. 

Die Reduktion des _ Bis-(Neoxanthobilirubinsiure)- phenyl- 
methans mit Hisessig—Jodwasserstoff liefert die Benzyl-neobili- 
rubinsiure. Sie wurde durch Mischschmelzpunkt identifiziert. Als 
zweites Spaltprodukt muB dabei Neobilirubinsiiure entstehen, auf 
welche noch gefahndet werden soll. Der Phenylkern wurde auch 
durch Chromsiiureoxydation einwandfrei nachgewiesen (Benzoe- 
siiure). Das Entstehen der Benzyl-neobilirubinsiure ist ein weiterer 
Beweis fiir die Richtigkeit ihrer Formulierung entsprechend X. 

Nun wurden auch andere Aldehyde auf ihre Kondensations- 
fihigkeit mit Neoxanthobilirubinsiiure untersucht. Alle reagierten 
nach demselben Schema bei Beteiligung von 2 Mol Siiure mit 
1 Mol Aldehyd unter Wasseraustritt. Die Reaktion erfolgt meistens 
schon bei sehr niedrigen ‘l'emperaturen mit Salzsiiure als Konden- 
sationsmittel. Die Farbe andert sich dabei nur sehr wenig, so dab 
iuBerlich kaum eine Veriinderung wahrzunehmen ist. Wie daraus 
wieder hervorgeht, ist die «-stiindige Methingruppe der Neoxantho- 
bilirubinsiure sehr reaktionsfihig. Mit folgenden Aldehyden trat 
Kondensation ein: o-Nitrobenzaldehyd (vgl. Fig. 10), p-Dimethyl- 
aminobenzaldehyd (vgl. Fig. 9), 4-Methyl-3,5-dicarbiithoxy-2-formyl- 
pyrrol (vgl. Fig. 15), Acetaldehyd (vgl. Fig. 12), Aldol und Form- 
aldehyd (vgl. Fig. 14). Von Ketonen wurde Aceton untersucht, 
das ebenso wie die genannten Aldehyde reagiert (vgl. Fig. 11). 
Interessanterweise reagiert auch Campher mit der Neoxantho- 
bilirubinsiure, wie sich gelegentlich der Molekulargewichts- 
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Fig. S. Fig. 9. 
Bis-| Neo-xanthobilirubinsdiure )- Bis-(Neo-xanthobilirubinsdure)- 
phenyl-methan. p-Dimethylaminophenylmethan. 








Fig. 10. Fig 11. 
Bis-: Neo-xanthobilirubinsiiure)- Bis-( Neo-xanthobilirubinsdure )- 
o-Nitrophenyl-methan, lsobutylen-methan, 








Fig. 12. Fig. 15. 
Bis-: Neo-xanthobilirubinsdure - Bis-(Neo-xanthobilirubinsaure)- 
methylemethan. 1-Methyl-3, 5-dicarbithoxypyrrol)- 


2-methan. 
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bestimmung nach Rast herausstellte. Siimtliche Kérper sind gut 
krystallisiert und gelb gefiirbt. Die Zusammensetzung ist durch 
Analyse erhiartet. 

Das Kondensationsprodukt mit o-Nitrobenzaldehyd ist bei 
Zugrundelegung von XI analoger Formulierung ein bis-(Neoxantho- 
bilirubinsiure)-o-Nitrophenyl-methan, das mit dem Ehrlichschen 
Aldehyd ein Bis- (Neoxanthobilirubinsiure)-p-Dimethylaminophenyl- 
methan ergibt. Neobilirubinsiure und die zugehérige Nanthobili- 
rubinsdure reagieren also mit den Aldehyden nach zwei verschiedenen 
Typen, die wir bei einfachen Pyrrolen schon feststellen konnten. 
Hierbei entstehen bald Kondensationsprodukte vom ‘'ypus der 
Tripyrrylmethane?), bald vom Typ der Dipyrrylmethene.*) Bald 
findet Kondensation nach dem ersten, bald nach dem zweiten ‘Typ 
statt. Im Falle der Neo-xanthobilirubinsiiure kann die Konden- 
sation nur im Ninne des Methantyps erfolgen. 

Beim Aceton tritt primiir Kondensation zu Mesityloxyd 
ein, erst dieses kondensiert weiter mit Neo-xanthobilirubinsiiure 
zum _ Bis-(Neoxanthobilirubinsiiure)-Isobuten-methyl-methan. Das 
Acetaldehyd-Kondensationsprodukt muB als _ Bis-(Neoxanthobili- 
rubinsiure)-Methyl-methan und das mit Formaldehyd als Bis- 
(Neoxanthobilirubinsaiure)-methan bezeichnet werden. Auch diese 
Kondensationsprodukte der Neo-xanthobilirubinsiure erfiillen die 
(smelinsche Reaktion, allerdings teilweise in modifizierter Form. 
Die genaue Beschreibung findet sich im experimentellen ‘Teil. 
Das Kondensationsprodukt mit Aceton zeigt iiberhaupt keine Ver- 
firbung, ebenso das mit Acetaldehyd; das mit dem Pyrrolaldehyd 
gibt Rotfirbung. Vermutlich tritt dabei von der Methanverkniipfungs- 
stelle aus totaler Abbau des Gesamtsystems ein, wihrend bei der 
(smelinschen Probe vielleicht Dehydrierung zu einem ‘l'rimethin- 
farbstoff erfolgt (vgl. S. 206). Farbreaktionen, welche der Gmelin - 
schen Probe des Bilirubins sehr iihnlich, jedoch spektroskopisch 
davon verschieden sind, geben die Kondensationsprodukte mit 
Benzaldehyd, o- Nitrobenzaldehyd und p-Dimethylaminobenzaldehyd. 
Das Kondensationsprodukt endlich mit Formaldehyd gibt diese 
Reaktion genau wie Bilirubin bzw. Mesobilirubin. Auch in der 
Krystallform erinnert dieses auBerordentlich an Mesobilirubin. 
Wir nahmen deshalb den Mischschmelzpunkt zwischen den beiden 


1) H. Fischer u. Meyer-Betz, Diese Z. 7, 253 (1911); H. Fiseher 
u. Ammann, Ber. chem. Ges. 56, 2319 (1923); H. Fischer u. Heyse, Liebigs 
Ann. 459, 246 (1924): H. Fischer u. Schuberth, Diese Z. 155, 72 (1926). 
*) H. Fischer u. Nenitzescu, Diese Z. 145, 295 (1925). 
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Korpern. In der Tat gab dieser keine Depression. In der Ele- 
mentaranalyse stimmen die Koérper ebenfalls iiberein. Deshalb 
war die Identitat beider Kérper mit groBer Wahrscheinlichkeit 
anzunelimen und wir haben den genauen Vergleich des neuen 
Kérpers, den wir zuniichst als K-Mesobilirubin?!) bezeichnen wollen, 
mit Mesobilirubin durchgefiihrt. Sehr charakteristisch fiir Meso- 
bilirubin ist sein Esterchlorhydrat?), das einen stark griinen Ober- 
Hiichenglanz besitzt und einen charakteristischen Schmelzpunkt. 
K-Mesobilirubin gab dei der Veresterung ein rotes Chlorhydrat, 
das den gleichen Schmelzpunkt besab und dessen Mischschmelz- 
punkt mit dem des Mesobilirubins ohne Depression war. Wegen 
der verschiedenen Farbe haben wir das Mesobilirubin-ester-chlor- 
hydrat aus 1°/,iger methylalkoholischer Salzsiiure fiinfmal umkry- 
stallisiert und es erschien nun auch in roten Bliattchen. Die Ester- 
chlorhydrate stimmen also restlos iiberein. Mesobilirubin labt 
sich mit Amalgam in Mesobilirubinogen iiberfithren, das in den 
verschiedenartigsten Krystallformen erscheint, weil es eine tau- 
tomere Substanz ist. K-Mesobilirubin verhilt sich bei der Amalgam- 
reduktion durchaus analog. Es konnte die Leukoverbindung er- 
halten werden, die ausgezeichnet ist durch intensive Ehrlichsche 
Reaktion und den leichten Ubergang in ,,Urobilin“, d. h. mit Zink- 
acetat entstand bei Belichtung sofort die charakteristische Griin- 
Rot-Fluorescenz des Urobilin-Zinksalzes mit dem typischen Spek- 
trum. Der Mischschmelzpunkt ergab mit Mesobilirubinogen keine 
Depression. 

Den krystallographischen Vergleich hat Herr Professor H.Stein- 
metz, dem wir auch an dieser Stelle herzlichst danken, durch- 
gefiihrt und nach seiner Untersuchung besteht eine groBe Wahr- 
scheinlichkeit der Identitiit der beiden Substanzen. 

Wir legten dann nochmals zum Vergleich Herrn Professor 
Steinmetz Krystallisationen von Mesobilirubinogen und Ix-Meso- 
bilirubinogen aus Essigester vor, so wie sie bei der direkten Kry- 
stallisation entstehen, wobei, wie schon 6fter hervorgehoben, ver- 
schiedenartige Krystallformen erscheinen, um einen Vergleich der 
Priiparate in toto anstellen zu kénnen. Herr Professor H. Stein- 
metz teilte uns iiber seinen Befund Folgendes mit: ,,Bei beiden 
Krystallisationen erscheinen in den oberen, d. h. zeitlich zuerst 
ausgeschiedenen Randpartien mehr dendritisch oder nadelig aus- 


') d. h. kiinstlich hergestelltes. 
*) Diese Z. 124, 326 (1923). 
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gebildete Krystallanhiufungen, die nach unten von den schiirfer 
ausgebildeten, im (uerschnitt schiet sechsseitig begrenzten lry- 
stallen abgelést werden. Es ist anzunehmen, dab aber trotzdem 
keine verschieden krystallisierenden Substanzen vorliegen, sondern 
der Habitusunterschied durch die antanglich mit ausgeschiedenen 
Schmieren bedingt ist. Die beiden Krystallisationen unterscheiden 
sich nicht. In beiden sind dieselben Umribformen und die daraus 
abzuleitenden Symmetrieverhiltnisse vorhanden.“ 

Bei der Jodwasserstoff-Reduktion verhalten sich die beiden 
Koérper voéllig iibereinstimmend. Auch bier entstehen die beiden 
Spaltprodukte Bilirubinsiure und Neobilirubinsiiure. Die Resor- 
cinschmelze ergab mit 70°/, Ausbeute Neoxanthobilirubinsiure, 
wihrend Mesobilirubin eine etwas schlechtere Ausbeute, aber auch 
iiber 50°/) an diesem Spaltprodukt liefert. Nach allem kann 
kein Zweifel an der vollzogenen Partialsynthese des Mesobilirubins 
und Mesobilirubinogens sein. Die Konstitutionsformel fiir Meso- 
bilirubin ist also folgende: 


H,C-C C-C,H, H,C-C)—€-S)_ )8-C; —C-CH, —_H,C,-C C-CH, 
| 
| 


HO-C.__C C cL Jc—c—cl 'c——c C._)C-0n 


N H NH H, Nu H N 


Die Leukoverbindung, das Urobilirubinogen, entspricht der 
Formulierung XIII. 


H,C-C) 

| | ia 1 Ta | ’ I 1 

HO-CL JC C——CL _'c C +C——C- -CL C-OH 
NI H, NH H, NH H, NI 


XIII 


_C-C,H, H,C-C;—,C-S» )S-G; jC-CH H,C,-C,——C-CH 


| 





Mit diesen Formeln lassen sich alle Umsetzungen erkliren. 
Der besseren Ubersicht halber stellen wir nochmals die wesent- 
lichsten Resultate des Bilirubinabbaus in Form einer ‘Tabelle 
iibersichtlich zusammen (S. 206). 

Was die Ehrlichsche Aldehydreaktion des Mesobilirubinogens 
anlangt, so ergeben sich hierfiir neue Fragestellungen. Ist. sie 
bedingt durch die Kondensationsfihigkeit der in der Mitte des 
Molekiils stehenden Methylengruppe oder ist sie einer Npaltungs- 
reaktion ganz analog, wie Benzaldehyd das Mesobilirubinogen zer- 
trimmert? Bei der Spaltungsreaktion miiBbte dann als zweite 


') (S = CH,—-CH,—COOH.) 
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Hiltte Bilirubinsiiure isolierbar sein. Kine Aktivierung der mittel- 
standigen Methylengruppe durch die flankierenden Oxpyrromethane 
kénnte man sich schon vyorstellen. Letztere wiirden ihnlich wie 
negative Reste, z. B. die beiden Carbiithoxygruppen, im Malon. 
ester aktivierend wirken. Tritt \ondensation an der mittelstiindigen 
Methylengruppe ein, so miiBte man durch Kondensation von Di- 
methylamino-phenyl-acetaldehyd mit Xantho-Neobilirubinsiure 








= e. eee. eee 
; _ Mesob ba \ 
~_ rubinoge | 
—_  —— —- =~) 
\ o i 
/ 
f ’ s See. Ee ! _ 
| Neobi Benzyl-Ne« 
| binsaure rubinsaut 
L_ J Ea ie saidhigeli Saae 
‘ ' 4 
' 7 Xf 
r a - — 
X N Xan | Bis-Neoxanthobiltrubin 
' bil nsaure cae) t )-Phenylmeth 
L HH _______ _ — + | ee — 
Fig. a 


und Reduktion auf synthetischem Wege zur Vorstufe oder der 
Leukoverbindung des Urobilinogenfarbstoffes kommen. Mit diesen 
Versuchen sind wir beschaftigt. Die gréBten Erklarungsschwierig- 
keiten bietet die Urobilinreaktion. Ein Methan der Konstitutions- 
formel XIII sollte sich zu Mesobilirubin XII glatt dehydrieren 
lassen; dies ist nicht der Fall. Die Luftoxydation ergibt eben 
»Urobilin’, nicht Mesobilirubin. Daf die Mesobilirubinstufe auch 
bei anderen Oxydationsprozessen des Mesobilirubinogens nicht 
durchlaufen wird, geht auch aus der vollkommen negativen 
(¢melinschen Reaktion des letzteren hervor. Vielleicht besteht 
die Urobilinbildung in einer Dehydrierung zu einem Trimethin- 
farbstoff folgender Konstitution, wobei zahlreiche Isomerieméglich- 
keiten vorhanden wiiren (XIV): 


H,C C,H, H,C, 7 ! ng | ‘H, 4. CH, 
| | 
HO. a eee = : OH 
Sy bl i i all 
N H NH H N H N 
XIV 


Kin solches Gebilde wire wohl durch auBerordentliche Unstabilitat 
ausgezeichnet und zu Verharzungsprozessen geneigt. Im Modell 


1) Vgl. Anmerkung 1 auf S. 205. 
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sind die beiden flankierenden Oxygruppen einander benachbart. 
Man kinnte sich auch hier Anhydrisierung vorstellen, wodurch 
weitere Komplikationen eintreten. Synthetische Versuche werden 
wohl bald Aufkliirung bringen. 

Im iibrigen mu darauf hingewiesen werden, dab auch bei 
den Leukoverbindungen der Porphyrine eine «juantitative Uber- 
fiihrung in Porphyrine auch nie beobachtet worden ist. Selten 
ging die Ausbeute iiber 30°/, und immer entstanden ,,urobilin- 
artige* Nebenprodukte. ,Methane“ sind ja an sich viel weniger 
widerstandsfahig wie Methene. Wird doch z. B. Mesoporphyrinogen 
durch Methylat viel leichter gespalten als Mesoporphyrin, und vor 
kurzem wurde bei der Zinkstaub—Kisessigreduktion des Meso- 
porphyrins, die iiber die Leukoverbindung fiihrt, bei der Reoxydation 
ein kompliziertes Porphyringemisch!) isoliert, das einen partiellen 
Zerfall des Porphyrins bis zu den Bausteinen beweist. 

Was die Konstitution des Bilirubins selbst anlangt, so ist 
wohl auch fiir dieses die Athylenformel ausgeschlossen und wird 
Bilirubin am ehesten durch Formel XII wiedergegeben, wobei statt 
der beiden Athylreste Vinylgruppen einzusetzen wiiren. Der Wasser- 
stotiverbrauch bei Amalgam”) und katalytischer Reduktion wiirde 
mit dieser Vorstellung genau iibereinstimmen. Aber auch einige 
Bedenken erheben sich gegen diese Auffassung. In bezug auf 
die ungesiittigten Seitenketten wiren dann Bilirubin und Himin 
identisch. Beim Hamin und Protoporphyrin aber sind durch 
Amalgamreduktion die dort experimentell sichergestellten Viny|- 
gruppen nicht reduzierbar, wihrend beim Bilirubin diese Reaktion 
spielend verliuft.*) 

Weiter (vgl. S. 195) entsteht bei der Nitritoxydation des Bili- 
rubins der Kérper IIT, dessen Entstehen aus dem Bilirubin Forme] XII 
entsprechend kaum denkbar ist, weil die relative Stellung der 
Vinyl- zu den Oxygruppen einen FuranringschluB, wenigstens in 
der T'afelebene unméglich machen. Uber all diese Fragen mub 
weitere analytische und synthetische Arbeit*) entscheiden und wir 
wollen nur noch auf einen Punkt hinweisen, nimlich wie sich die 
Uberfiithrung des Elutfarbstoffes in Gallenfarbstoff auf Grund der 
neuen Erkenntnis erkliren kann. 


') Fischer u. Rothhaas, Liebigs Ann. 484, 85 (1930). 

*) Diese Z. 75, 210 (1911). 3) H. Fischer, Z. Biol. 65, 178 (1914). 

') Der Nitrilkérper (S. 195) kénnte auch ein Methyl-oxyrinil-maleinimid 
sein, womit sein Reagieren mit Phenylhydrazin iibereinstimmen wiirde (un- 
veroffentlichte Beobachtung). 
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Das Grundgeriist des Himins besteht aus 4 Pyrrolkernen, die 
durch 4 Methinbriicken verkniipft sind. Himin besitzt 34, Bili- 
rubin 33 Kohlenstoflatome. Kine verkniipfende Methingruppe tritt 
also aus, statt dessen sind 2 Oxygruppen in den gedffneten Porphin- 
ring eingetreten und der neue Di-Oxypyrromethin-Farbstoff (XIV), 
die hypothetische Formel des Urobilins, aber natiirlich mit Vinyl- 
gruppen statt der Athylreste, wiirde dann als Zwischenprodukt 
bei der Gallenfarbstofibildung auftreten. Man kénnte eine experi- 
mentelle Stiitze dieser Anschauung in der von H. Fischer und 
Reindel!) beobachteten Urobilinreaktion bei der Hiimatoidin- 
gewinnung aus elner Gehirnblutung erblicken. XIV wiirde dann 
| Mol \Wasserstoff unter Bildung eines Formel XIJ analogen Methans 
aufnehmen. Diese Reaktionen sind biologisch ohne weiteres ver- 
stiindlich. Nicht in Ubereinstimmung hiermit steht aber die An- 
ordnung der Substituenten in 3-Stellung. Mesobilirubin entspricht 
in bezug auf die relative Stellung der Seitenketten nicht dem Atio- 
porpbyrin ILL wie Hiimin, sondern Atioporphyrin 1V. Derivate des 
letzteren sind aber bis jetzt in der Natur nicht beobachtet. 

Wiederum erhebt sich die Frage eines etwaigen totalen Zerfalls 
des Bluttarbstoffes, wobei nach den oben zitierten Experimental- 
resultaten |H. Fischer und A. Rothhaas: Liebigs Ann. 484, 85 
(1930)] bereits ein Ubergang in die Leukoverbindung geniigen wiirde, 
und eine Itesynthese aus seinen Bestandteilen. Auch kénnte man 
immerhin an eine selbstiindige synthetische Bildung des Gallentarb- 
stoffes denken. Im iibrigen muB auch nochmals die Frage der 
KHinheitlichkeit des Bilirubins einer eingehenden Bearbeitung unter- 
zogen werden. Denn es ist auffiillig, dab sowohl die Uberfithrung 
des Bilirubins in Mesobilirubin, sowie in Mesobilirubinogen niemals 
quantitativ verliuft und daB Bilirubin selbst bei der Elementar- 
analyse Zahlen gibt, die besser auf 52 Kohlenstoffatome stimmen, 
wihrend Mesobilirubin und Mesobilirubinogen 33 Kohlenstoffatome 
besitzen, eine analytische Feststellung, die jetzt durch das Resul- 
tat der Analyse und Partialsynthese definitiv bewiesen 1st. 

Den Herren Kollegen Lusk in New York, Koch in Chicago 
und Thomas in Leipzig sind wir fiir die Vermittlung von Rinder- 
gallensteinen sehr zu Dank verptlichtet, ganz besonders aber dem 
Bund der Freunde der Technischen Hochschule Miinchen, der uns 
in grobziigiger Weise die Mittel zum Ankaut des kostspieligen 
Ausgangsmaterials zur Verfiigung stellte. 


1) Diese Z. 127, 304 (1923). 
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Versuche. 
Zur Aufarbeitung von Gallensteinen. 

Das Material zur vorliegenden Arbeit wurde zum groébten 
Teil aus Rindergallensteinen gewonnen, welche nach dem Ver- 
fahren von H. Fischer!) aufgearbeitet wur- 
den. Die einzelnen Extraktionen wurden in i 


nebenstehendem Apparat ausgefiihrt. Er be- 
F/f\\ | 
) 


rc — 
~ . 


steht aus einem 1 Liter- Rundkolben mit 
Schhiff (1), dem Reduzierstiick (2), dem Ex- 
traktionsvorstoB (3) mit Schliff und einer ein- < 

, 5 


NE 








gehiingten doppelten Kithlschlange (4). Letz-  =§Yox_| 
tere ist das wesentliche an der Apparatur. | 
Die Kihlrohre sind durch einen Kork (5) ge- pos 
fiihrt, welcher lose auf den VorstoB gesetzt \or “st 
wird. Durch diese Anordnung ist ein schnel- ~~ ) 
les und sicheres Wechseln der Arbeitsgiinge - 
gewiihrleistet, vor allen Dingen aber wird auf 3 
einfache Weise vermieden, dab Fliissigkeits- 
diimpfe mit Korken in Berithrung kommen. Die 
Dimensionen sind fiir die Extraktionshiilsen 
Nr.603 von der Firma Schleicher & Schiill, | 
welche 200 g Gallensteinpulver fassen, be- ) 
rechnet. wal 
ef 
Darstellung der Neo-xanthobilirubinsaure. Ae 4 
15 g Resorcin erhitzt man in einem klei- ‘ a 
nen Rundkolben zum Sieden, triigt 0,5 g Meso- 
bilirubin ein und kocht noch '/, Minute weiter. Fig. b. 


Nun gieBt man sofort in méglichst diinnem 

Strahl und unter Riihren in 400 ccm destilliertes Wasser. Nach 
kurzer Zeit scheidet sich der Koérper in gelben Flocken aus. Man 
laBt itiber Nacht stehen, saugt ab, wiischt gut mit dest. Wasser 
nach und trocknet bei 100°. 

Zur Reinigung wird das Rohprodukt mit Chloroform extrahiert. 
Diese Operation dauert mehrere Stunden. In der Hiilse bleibt 
fast nichts zuriick. Vom Niederschlag wird abgesaugt, mit Chloro- 
form und dann mit wenig Methylalkohol gewaschen. Man erhiilt 


') Diese Z. 73, 204 (1911). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCI\ 
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so die Neoxanthobilirubinsiure in groBen, hellgelben SpieBen (vgl. 
Fig. 1). Ausbeute: 0,23 g. Durch Einengen der Mutterlaugen 
werden noch 20 mg gewonnen. 
Durch Umkrystallisieren aus Methylalkohol bekommt man die 
Siure in langen, gelben Nadeln (vgl. Fig.2) vom Schmelzp. 229°. 
1. 5,597 mg Substanz gaben 13,685 mg CO,, 3,350 mg H,O. 


2. 5,625 mg - » 18,810 mg CO,, 3,465 mg H,O. 

3. 4,320 mg ‘ » 10,520 mg CO,, 2,590 mg H,O. 

4. 4,645 mg " » 11,340 mg CO,, 2,845 mg H,O. 

1. 2,943 mg Substanz gaben 0,264 eem N (16°, 722 mm). 

2. 3,330 mg - 5 0,299 cem N (21°, 712 mm). 

3. 3,430 mg - » 0,289 cem N (16°, 729 mm). 

4, 2,920 mg " 5» 0,272 ecm N (21°, 722 mm). 

Fiir C,,H,.N,O, Ber. C 66,62°/, H 7,00°/, N 9,739, 

Gef. 1. ,, 66,68 ,»» 6,70 5» 10,10 

2. ,, 66,96 , 6,89 9,77 
8. ,, 66,42 > 6,71 9505 


4, ,, 66,58 1, 6,85 10,20 
Die Substanz ist léslich in Alkalien, selbst Bicarbonat, un- 
léslich in verdiinnten Mineralsiiuren, schwer léslich in allen ge- 
briiuchlichen Solventien, insbesondere auch in Chloroform, etwas 
leichter in Methylalkohol, welcher sich am besten als Lésungs- 
mittel zum Umkrystallisieren eignet. In der Hitze leicht léslich 
in Pyridin und Kisessig. In letzterem wurde das Molekuiar- 

gewicht durch Siedepunktserhéhung nach Rieche?) bestimmt. 


16,175 mg Substanz, 4 cem Eisessig: 4, = 0,045°. 


31,307 mg » » 4cem » ° 4 = 0,088°. 
50,441 mg » 9» 4ecm » ° 4 =0,185°. 


Fiir (,,H,,N,O, Ber. M 288,18  Gef. M 253,6, 251, 263. 

20,345 mg Substanz, 4 cem Pyridin: 4, = 0,049°. 

37,807 mg >» » 40cm » + & = 0,008". 

Fiir C,,H,,N,O,; Ber. M 288,18  Gef. M 283, 279. 

Die Reaktion mit KEhrlichs Reagens ist negativ. Beim Er- 
hitzen jedoch erfolgt Grinfirbung, wobei folgendes Spektrum 
auftritt: I. Intensiver Streifen etwa 680—655.... II. ver- 
waschener Streifen etwa 600—580. Griin stark aufgehellt. 

Mit Gmelins Reagens, d.i. Salpetersiiure, welche etwas Nitrit 
enthilt, bekommt man nur die griine Phase, die langsam in Gelb 
iibergeht. 

Die Neoxanthobilirubinsiure gibt ein in 25°/,iger Natron- 
lauge unlisliches Natriumsalz. 


!) B. 59. 2186 (1926). 
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Neo-xanthobilirubinsaureester. 


0,2 g Neoxanthobilirubinsiure werden in 10 ccm abs. methyl- 
alkoholischer Salzsiure gelést und etwa 10 Minuten gekocht. Nach 
dem Abkiihlen versetzt man mit Ather, wiischt mit eiskalter ver- 
diinnter Natronlauge, dann mit Wasser. Nun trocknet man kurz 
mit Glaubersalz und engt auf ein geringes Volumen ein. Der 
Ester krystallisiert in griingelben Nadeln aus. Zur Analyse zweimal 
aus Methylalkohol umkrystallisiert, erhilt man ihn in groben, 
linealférmigen Blittchen (vgl. Fig. 3) vom Schmelzp, 190°. 


1. 4,798 mg Substanz gaben 11,850 mg CO,, 3,150 mg H,O. 


2. 4,401 mg " » 10,845 mg CO,, 2,760 mg H,O. 
3. 3,897 mg . ™ 9,695 mg CO,, 2,415 mg H,O. 
1. 3,027 mg Substanz gaben 0,260 cem N (18°, 711 mm). 
2. 3,090 mg ‘ - 0,274 cem N (16°, 708 mm). 
3. 3,800 mg ‘i » 0,232 cem N (20°, 716 mm). 


1. 4,743 mg Substanz gaben 3,63 mg Agu. 

Fiir C,,H,,.N.O, Ber. CC 67,51°/, H 7,34%/, N 9,279, OCH, 10,26°), 
Gef. 1.,, 67,36 ,, 7,24 4, 9,42 » 10,11 
2. ,, 67,21 » 7,02 yy 9,76 

3. ,, 67,85 ,, 6,93 » 9,38. 

Der Ester ist spielend léslich in Chloroform zum Unterschied 
von der Siiure, ebenso in Pyridin. Mittelschwer léslich in Methyl- 
und Athylalkohol. Schwer oder unléslich in Ather, Benzol und 
anderen Kohlenwasserstofien. 


Azofarbstoff des Neo-xanthobilirubinsaureesters. 


Man lést 0,1 g Neoxanthobilirubinsiureester in wenig Methyl- 
alkohol und versetzt mit 1 ccm einer Benzol—Diazoniumchlorid- 
lésung, welche man sich bereitet aus 9,3 g Anilin, gelést in 40 ccm 
verdiinnter Salzsiure (1:1), um 0° diazotiert mit 7,2 g Natrium- 
nitrit in 20 com Wasser, Auffiillen auf 280 ccm. Beim Schiitteln 
flockt der Farbstoff quantitativ aus. Man krystallisiert um aus 
Methylalkohol unter Zusatz von etwas methylalkoholischer Salz- 
siure. Das Esterchlorhydrat des Azofarbstoffes bildet dunkle 
Nadeln (vgl. Fig. 4) mit griinem Oberfliichenglanz vom Schmelz- 
punkt 193° unter Zersetzung. 

1. 4,147 mg Substanz gaben 9,43 mg CO,, 2,28 mg H,O. 

2. 4,580 mg " 10,380 mg CO,, 2,235 mg H,O. 

1. 3,155 mg Substanz gaben 0,358 cem N (20°, 725 mm). 

2. 3,575 mg - » 9,402 cem N (18°, 710 mm). 

14* 
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1. 6,033 mg Substanz gaben 1,880 mg AgCl. 
l. 


2. 7,270 mg i a 2,372 mg AgC 
Fiir (,,H,,N,O,:2HCl Ber. CC 62,34°/, H 5,879), N 12,66°/, Cl 8,01°/, 
Gef. 1. ,, 62,53 » 8,20 ,, 12,61 aye 
2. es 61,81 99 5,46 ” 12,32 bb) 8,11. 


Bromierung der Neo-xanthobilirubinsaure. 

0,3 g Neoxanthobilirubinsiure werden in 2 ccm Eisessig heiB 
gelést, schnell auf Zimmertemperatur abgekiihlt und mit 0,17 g 
Brom (= 1 Mol) in 0,2 ccm Ejsessig versetzt. Der Bromkorper 
Krystallisiert sofort aus. Man riihrt gut durch, saugt nach 10 Min. 
ab und wiischt mit wenig Kisessig, dann Methylalkohol. Aus 
wenig Pyridin—Methylalkohol umkrystallisiert erhilt man ihn in 
sehr feinen, gelben Nidelchen. Die Substanz hat bis 350° keinen 
Schmelzpunkt. Bei 171° firbt sie sich plétzlich dunkel, sintert 
etwas bei weiterem Erhitzen und bliht sich bei 213° auf ohne 
zu schmelzen. Zur Analyse wurde nochmals aus Pyridin—Methyl- 
alkohol umkrystallisiert. 


5,091 mg Substanz gaben 9,790 mg CO,, 2,460 mg H,O. 


3,615 mg ~ » 0,237 cem N (17°, 730 mm). 
5,585 mg a ” 2,820 mg AgBr. 


Fir C,gH,,N,O,Br Ber. C 52,31°/, H 5,22°/, N 7,63°/, Br 21,77, 
Gef. ,, 52,45 5,41 » 141 yy 21,55. 

Die Brom—Neoxanthobilirubinsiure ist leicht léslich in Pyridin, 

schwerer in Kisessig und Methylalkohol, unléslich in Petroliither 


und Ather. 


Phthalid der Neo-xanthobilirubinsaure. 


0,2 g¢ Neoxanthobilirubinsiure werden nach H. Fischer und 
Hahn!) mit 0,22 g Phthalsiureanhydrid und 1 ccm Eisessig im 
Bombenrohr 31/, bis 4 Stdn. auf 180—190° erhitzt. Nach ein- 
tiigigem Stehen saugt man von dem Krystallbrei ab und wischt 
mit wenig Hisessig, dann mit Ather nach. Das Phthalid bildet 
orangegelbe Nadeln, welche in allen gebriiuchlichen Lésungsmitteln 
schwer lislich sind mit Ausnahme von Pyridin. 

Zur Analyse zweimal aus Pyridin—Methylalkohol umkrystal- 
lisiert erhilt man die Substanz in iuberst feinen, verfilzten und 
verbogenen Fiden, welche unter dem Mikroskop wie Haarkniuel 


aussehen. Schmelzp. 298°. 


') Diese Z. S2, 266 (1912). 
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4,448 mg Substanz gaben 11,189 mg CO,, 2,060 mg H,O. 


2,675 ng o ‘ 0,167 mg N (19°, 719 mm). 
Fiir C,,H,,N.O, Ber. C 68,87°, H 5,30°/, N 6,69", 
Gef. ,, 68,60 « &18 ,, 6,90. 


Oxydation der Neo-xanthobilirubinsaure. 


0,05 g Neoxanthobilirubinsiure werden mit 2 ccm konz. Sal- 
petersiiure (s = 1,39) iibergossen und im _ geschlossenen Gefiib 
1 Tag stehen gelassen. Die Saure list sich unter Aufbrausen 
und Kntwicklung brauner Diimpfe mit roter Farbe, welche all- 
mihlich in Hellgelb iibergeht. Man verdiinnt nun mit Wasser, 
tiltriert von einigen weiben Flocken ab, macht mit Soda alkalisch 
und iithert sechsmal aus. Die vereinigten iitherischen Liésungen 
werden mit Glaubersalz getrocknet, filtriert, der Ather abgedamptt 
und der fast farblose élige Riickstand, welcher beim Stehen 
strahlig erstarrt, im Vakuum bei 80° sublimiert. 

Die Substanz sublimiert in der fiir Methylithylmaleinimid 
charakteristischen Form. Schmelzp. 67°. Der Mischschmelzpunkt 
mit diesem gibt keine Depression. Ausbeute: 0,012 ¢ entsprechend 
'/, Mol. 


Totalreduktion der Neo-xanthobilirubinsaure. 


0,5 g der Siure werden mit einer Mischung aus 5 ccm Jod- 
wasserstoff (s = 1,96) und 10 ccm Elsessig 14 Stunden unter Riick- 
fluB gekocht, das ausgeschiedene Jod mit Phosphoniumjodid 
reduziert und nun aus einem Claisen-Kolben im Vakuum abdestilliert. 
Der Riickstand wird mit Sodalésung aufgenommen und 5 mal 
ausgeithert (I). 

Die vereinigten itherischen Extrakte werden abgedampft und 
die Pyrrolbasen mit Wasserdampf abgeblasen. Das Destillat wird 
sodaalkalisch 3 mal ausgeiithert, die Atherlésung getrocknet, til- 
triert und stark eingeengt. Kin Drittel davon wird zur Trockne 
verdampft, mit abs. Sprit aufgenommen, mit 3 Tropfen Chlor- 
methylather versetzt und verschlossen 2'l'age stehen gelassen. Bei 
Anwesenheit von Opsopyrrol miBte das Atioporphyrinspektrum 
erscheinen, was jedoch nicht der Fall ist. Die restlichen Zwei- 
drittel werden mit iitherischer Pikrinsiiurelésung versetzt. Man 
erhalt 5 mg Pikrat vom Schmelzp.112°. Dieses besteht aus zwei 
Krystallformen: der Hauptsache nach aus Nadeln, welche fiir 
Kryptopyrrolpikrat charakteristisch sind und aus derben Prismen, 
der typischen Krystailform des Himopyrrolpikrates. Beim Um- 
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krystallisieren aus wenig Sprit werden zwei Fraktionen erhalten, 
erstens gezahnte Blittchen vom Schmelzp. 109°, zweitens feine 
Nadeln vom Schmelzp. 135°. Der Mischschmelzpunkt  letzterer 
mit Kryptopyrrolpikrat gibt keine Depression. 

Die Mutterlauge (I) wird mit Schwefelsiiure schwach kongo- 
sauer gemacht und 5—6 mal ausgeiithert. Die Kongoreaktion ist 
fter nachzupriifen und erneut einzustellen. Die vereinigten Ather- 
extrakte werden kurz mit Glaubersalz getrocknet, filtriert und 
abgedamp({t. Der Riickstand wird mit Ather behandelt, wobei ein 
‘Teil in Schmieren oder Flocken zuriickbleibt. Die Atherlésung 
dampft man wieder ab, behandelt den Riickstand wie oben und 
wiederholt diese Operation 3 mal. Die in Ather unldslichen 
Schmieren kénnen durch Behandeln mit Chloroform und 80°), Sprit 
teilweise zur Krystallisation gebracht werden in der fiir Neobili- 
rubinsiiure charakteristischen Form in farblosen Blittchen. Aus 
der Atherlésung wurde durch Fiillen mit itherischer Pikrinsiure- 
losung 70 mg hellgelbes Pikrat erhalten vom Schmelzp. 155°. Beim 
Umkrystallisieren aus der 12fachen Menge Sprit steigt der Schmelz- 
punkt auf 160°. Der Mischschmelzpunkt mit Kryptopyrrolcarbon- 
siiurepikrat gibt eine Depression von 10°, der mit Hamopyrrol- 
carbonsiiurepikrat gibt keine Depression. 

4,390 mg Substanz gaben 8,180 mg CO, und 1,805 mg H,0O. 


2,945 mg ‘si ss 0,384 ecm N (19°, 724 mm). 
OFF PP Ber. C 45,44°), H 4,07°/, N 13,82°/, 
Gef. ,, 45,62 » 4,18 y» 14,52. 


Amalgamreduktion der Neo-xanthobilirubinsaure. 


0,2 ¢ Neoxanthobilirubinséure werden in 1,5 ccm n/10-NaOH 
und 2 cem H,O aufgeschliimmt, am besten in einer kleinen Pulver- 
flasche mit Gummistépsel und nun mit 1 g5°/,igem Natriumamalgam 
versetzt. Die Siure geht sofort mit brauner Farbe in Lésung. 
Man schiittelt nun, anfangs unter Kiihlung, bis die Lésung farb- 
los geworden ist, was nach 10—15 Minuten der Fall ist. Man 
trennt vom Quecksilber, versetzt in einem Scheidetrichter mit etwa 
der 3fachen Menge Chloroform und macht unter 6fterem Schiitteln 
mit Schwefelsiiure eben kongosauer. Nun extrahiert man noch 
3mal mit Chloroform. Die vereinigten Extrakte werden sofort 
durch ein mit Chloroform benetztes Faltenfilter filtriert und im 
Vakuum eingeengt. Die Neobilirubinsiure krystallisiert spontan 
in farblosen Prismen mit rautenformigem Querschnitt aus. Die 
Ausbeute ist nahezu quantitativ. 
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Die Substanz ist leicht léslich in Alkohol, sehr schwer léslich 
in Chloroform, Ather und Kohlenwasserstoffen. 

Die Gmelinsche Reaktion ist negativ. Die Ehrlichsche 
Probe dagegen ist intensiv. Spektroskopisch unterscheidet sich 
diese Reaktion von der des Mesobilirubinogens, da hier der so- 
genannte ,,Urobilinstreifen fehlt, auch nach langerem Stehen, und 
nur der Streifen in Griin auftritt. Die Fluoreszenzprobe mit 
alkoholischer Zinkacetatlisung ist ebenfalls negativ auch bei 
lingerem Stehen. 

Zur Analyse wurde mehrmals aus wenig Alkohol—Ather um- 
krystallisiert. Schmelzp. 184°. 


1. 5,210 mg Substanz gaben 12,750 mg CO, und 3,400 mg H,0O. 


2. 5,087 mg ” » 12,280 mg CO, ,, 3,260 mg H,0. 
1. 2,935 mg * 0,257 cem N (727 mm, 20°). 
2. 3,545 mg ‘a i 0,317 cem N (708 mm, 16°). 
Fiir C,,H,.N,O0, Ber. C 66,15°, H 7,64 °/, N 9,65°, 
Gef. 1. ,, 65,80 7,30 »» 9,76 
2. ,, 65,84 yy T17 » 9,84. 


Die Substanz zur Analyse (I) enthielt 0,5°/, Cl, da sie aus Chloro- 
form umkrystallisiert war und dieses als Krystall-Lésungsmittel 
hartnickig zuriickgehalten wird. 


Reduktion der Neo-xanthobilirubinsaure mit Eisessig-HJ. 

0,2 g Neoxanthobilirubinsiure werden in 6 ccm Eisessig und 
3ccm Jodwasserstoff (s = 1,96) gelést und */, Stunden im siedenden 
Wasserbad erhitzt. Das ausgeschiedene Jod wird mit etwas 
Phosphoniumjodid reduziert und nun im Vakuum abgedampft. Der 
sirupartige Riickstand wird in Soda gelist, mit Ather versetzt, 
mit Schwefelsiure eben kongosauer gemacht und 4 mal ausgeiithert. 
Die vereinigten itherischen Loésungen werden kurz getrocknet, 
filtriert und stark eingeengt. Die ausgeschiedenen farblosen Kry- 
stalle werden mit 80°/, Methylalkohol gewaschen. Nach dem 
Umkrystallisieren aus Alkohol—Ather zeigt die Substanz den 
Schmelzpunkt von 179°. Der Mischschmelzpunkt mit Neobilirubin- 
siure gibt keine Depression. 


Katalytische Reduktion der Neo-xanthobilirubinsaure. 

0,5 ¢ Neoxanthobilirubinsiiure werden in 50 ccm n/20-Natron- 
lauge gelést und unter Zusatz von 1°/ kolloidaler Palladium- 
l6sung in Wasserstoffatmosphiire geschiittelt. Die Palladiumlésung 
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wurde in 3 Portionen zu je 1.5 ccm im Abstand von 2 Stunden 
zugegeben. Die Wasserstofiaufnahme wurde messend verfolst. 
Nach 4 Stunden war sie beendet und betrug 48 ccm (umgerechnet 
auf 0°, 760 mm und Trockenheit). Nach Zugabe der dritten 
Portion betrug die Wasserstoffabsorption innerhalb 2 Stunden nur 
2 ccm. Theoretisch berechnen sich bei Aufnahme von 1 Mol H, 
40 com Wasserstoff, welche Zahl nach Abzug des Blindwertes 
ziemlich genau erreicht wurde. 

Man versetzt mit viel Chloroform, macht mit Schwefelsiiure 
schwach kongosauer, schiittelt gut durch, saugit vom ausgeflockten 
Palladium ab und trennt im Scheidetrichter. Die wibrige Schicht 
wird noch zweimal mit Chloroform extrahiert. Die vereinigten 
Kixtrakte werden durch ein trockenes Faltenfilter filtriert und im 
Vakuum eingeengt. Die Krystallisation beginnt spontan und be- 
steht aus den farblosen rhomboedrischen Prismen der Neobilirubin- 
siiture. Nach Umkrystallisieren aus Methylalkohol—Ather betrug 
der Schmelzp. 183°, Der Mischschmelzpunkt mit Neobilirubinsiure 
gibt keine Depression, Die Ausbeute ist fast quantitativ. 


4,805 mg Substanz gaben 11,640 mg CO, und 3,335 mg H,O. 


3,300 mg s m 0,294 eem N (20°, 721 mm). 
fiir C,,H,.N,O, Ber. C 66,15 °/, H 7,64 °/, N 9,65 °/, 
Get.  ,, 66,07 »~ See », 9,85. 


Kondensation der Neo-bilirubinsaure mit Benzaldehyd. 

0,1 g Neobilirubinsiure werden mit 2 ccm 25 °/, iger Salzsiure 
gelést, mit 0,1 ccm Benzaldehyd versetzt und unter 6fterem Riihren 
mit einem Glasstab im kochenden Wasserhad erhitzt. Schon bei 
Zugabe des Benzaldehyd firbt sich die gelbe Lésung braunrot. 
Beim Erhitzen vertieft sich die Farbe, es erscheinen 6lige Schlieren, 
welche bald schmierig, dann fest und flockig werden. Nach 
1/, Stunde wird abgekiihlt, mit Wasser verdiinnt, abgesaugt und gut 
ausgewaschen. Der braune Riickstand erweist sich unter dem 
Mikroskop als in groBen, gelben SpieBen krystallisiert. Man nimmt 
mit Methylalkohol auf und wiascht damit aus. Das Kondensations- 
produkt hinterbleibt als hellgelbe Masse in fast quantitativer 
Ausbeute. Aus Kisessig umkrystallisiert, zeigt es den Schmelz- 
punkt 248°. Die Krystallisation besteht aus leuchtend gelben, 
vertilzten Nadeln. 

Der Mischschmelzpunkt mit dem Benzaldehyd-Kondensations- 


produkt von H. Fischer-Niemann!) gab keine Depression. 


') Diese Z. 157, 312 (1924). 
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4.485 mg Substanz gaben 11,997 mg CO,, 2,945 mg H,O. 


3,811 mg ¥ 5» 0,258 cem N (21°, 716 mm). 
Fir C,,.8,,N.0, Ber. C 72,98°/, H 6,93°/, N 7,41! 
Gef. ,, 72,96 » 1,34 7,41 


Veresterung der Benzyliden-neobilirubinsaure. 


0,1 g des Kondensationsproduktes werden in 3 ccm abs. Methyl- 
alkohol aufgeschlimmt und trockenes NSalzsiiuregas eingeleitet. 
Das Produkt geht sofort in Lésung. Man leitet so lange ein, bis 
der Methylalkohol heiB gesittigt ist und dampft nun bis auf 1 ccm 
ab. Beim Stehen krystallisiert das Esterchlorhydrat in prachtigen 
roten Prismen aus (vgl. Fig. 7). Man saugt ab und wiischt mit 
1°/,iger methylalkolischer Salzsiiure. Beim Liegen an der Lutt 
oder in Berithrung mit Loésungsmitteln wie Ather, Alkohol usw. 
zerfallt das Produkt und man erhilt die freie Base als gelbes 
Pulver. 

Aus Chloroform—Petrolither umkrystallisiert erhalt man den 
Kster in feinen, verfilzten, gelben Nadeln vom Schmelzp. 212°. Der 
Mischschmelzpunkt mit dem Ester des Benzaldehyd—l\ ondensations- 
produktes von H. Fischer-Niemann gab keine [epression. 


4,433 mg Substanz gaben 11,970 mg CO,, 2,745 mg H,0O. 


4,455 mg ” . 0,302 mg N (18°, 719 mm). 
Fiir C,,H,.N.O, Ber. C 73,429, H 7,199,  N 7,14%, 
Gef. —,, 73,64 » 6,93 oy 8908 


Reduktion der Benzyliden-neobilirubinsaure mit HJ. 


0,15 g des Kondensationsproduktes werden in 6 ccm Kisessig 
und 3 ccm Jodwasserstoff (s = 1,96) hei’ gelést und 1 Stunde in 
siedendem Wasserbad erhitzt. [as ausgeschiedene Jod wird nun 
mit einigen Kérnchen Phosphoniumjodid reduziert und die Lésung 
im Vakuum abdestilliert. [Jen sirupartigen Riickstand list man 
in Soda, versetzt mit Ather und siiuert mit Schwefelsiiure unter 
6fterem Schiitteln bis zur Kongoreaktion an. [ie wiibrige Schicht 
wird 4 mal ausgeiithert, die vereinigten Atherextrakte filtriert und 
eingeengt. [ie Leukoverbindung des Kondens:tionsproduktes 
krystallisiert spontan in farblosen Rhomboedern aus. Ausbeute 
etwa 70°/, der Theorie. Zur Analyse aus wenig Methylalkohol 
umkrystallisiert erhalt man die Substanz rein weiBb mit einem 
Schmelzpunkt von 189°. Der Mischschmelzpunkt mit dem ent- 
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sprechenden Kérper von H. Fischer-Niemann!) gab keine De- 
pression. 


1. 4,589 mg Substanz gaben 12,13 mg CO,, 3,01 mg H,O. 
2. 4,845 mg = " 12,900 mg CO,, 3,24 mg H,O. 


1. 4,529 mg Substanz gaben 0,308 cem N (18°, 724 mm). 


2. 4,170 mg " » 0,280 cem N (18°, 725 mm). 
Fiir C,,H,,N,O, Ber. C 72,59° H 7,42°/, m 1,37°/, 
Gef. 1. ,, 72,06 1) 1,84 »» 7,60 
S..«, Tesi » 441 » D1 


Bromierung der Benzyl-neobilirubinsaure. 


Man lést 0,05 g der Leukoverbindung in wenig Kisessig, 
versetzt mit 1 Mol Brom—Kisessig und erhitzt 10 Min. im sie- 
denden Wasserbad. Nach lingerem Stehen erstarrt die Fliissig- 
keit zu einem Krystallbrei. Man saugt ab, wiischt mit wenig 
Methylalkohol und krystallisiert «us Kisessig um. Man erhilt 
gelbe Nadeln vom Schmelzp. 248° Ler K6rper ist halogenfrei. 
Der Mischschmelzpunkt mit der Benzyliden—Neobilirubinsiure gab 
keine Depression. 

5,124 mg Substanz gaben 13,740 mg CO,, 3,085 mg H,O. 


3,900 mg - " 0,269 cem N (15°, 718 mm). 
Fiir C,,H,,N,O, Ber. C 72,98°, H 6,93°/, N 7,41°/, 
Gef.  ,, 73,13 » S10 5 Meee 


Kondensation der Neo-xanthobilirubinsaure mit Benzaldehyd. 
1. Alkalisch. 


0,1 g Neoxanthobilirubinsiure wird in 2 ccm 10°/, iger Natron- 
lauge gelést und mit 0,1 ccm Benzaldehyd versetzt, 1/, Stunde in 
siedendem Wasserbad erhitzt. Nach dem Abkihlen siuert man 
mit verdiinnter Schwefelsiiure an, saugt von den gelbgriinen Flocken 
al und wischt gut nach. Nun deckt man mit Methylalkohol aus, 
wodurch man das lKondensationsprodukt als hellgelbes Pulver 
erhiilt. Nach dem Umkrystallisieren aus Eisessig hat es einen 
Schmelzpunkt von 254°. Ausbeute etwa 40 °/,. 


2. Sauer. 


0,4 g Neoxanthobilirubinsiure werden im Reagenzglas mit 
0,4 ccm Benzaldehyd zu einem Brei verriihrt. Hierzu gibt man 
1) com 25°) ige Salzsiiure. Die Masse fiirbt sich orange. Man 


') Diese Z. 146, 209 (1925). 
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verreibt wieder sehr sorgfaltig und erwiirmt schlieBlich ganz kurz 
im heiBen Wasserbad bis die Masse gut handwarm ist. Nun ver- 
diinnt man mit Wasser, dekantiert von den Schmieren, nimmt 
diese mit Methylalkohol auf und saugt ab. Hellgelbes Pulver. 
Die Ausbeute ist fast quantitativ. [Die saure Kondensation ver- 
dient demnach vor der alkalischen den Vorzug. |)as Kondensations- 
produkt ist sehr leicht léslich in Chloroform, Pyridin, etwas 
schwerer in Kisessig. Schwer bzw. unlislich ist es in Ather, 
Petrolither und Alkohol. Zu folgenden Analysen wurde um- 
krystallisiert 1. aus Pyridin—Methylalkvhol (vgl. Fig. 8), 2. aus 
Hisessig. Chloroform wird als Krystallésungsmittel hartnickig 
zuriickgehalten. Schmelzp. 257 °. 


1. 4,510 mg Substanz gaben 11,585 mg CO,, 2,595 mg H,O. 


2. 6,180 mg 1 - 15,925 mg CO,, 3,445 mg H,O. 
1. 2,676 mg Substanz gaben 0,206 cem N (19°, 717 mm). 
2. 3,795 mg ™ i 0,294 cem N (18°, 728 mm). 
Fir C,,H,,N,0, Ber. C 70,44°,, H 6,67°, N 8,43°), 
Gef. 1. ,, 70,05 », 6,44 » 8,49 
2. ,, 70,28 6,24 aes 


Die Gmelinsche Reaktion gibt folgenden Befund: [Die gelbe 
Chloroformlésung wird sofort griin, geht schnell in Violett und 
schlieBlich in Rot iiber. In dieser Phase geht beim Schiitteln 
der gréBte Teil des Farbstoffes mit ziegelroter Farbe in die Sal- 
petersiiure. Diese erwairmt sich schwach und unter Entwicklung 
brauner Dimpte geht die Farbe allmahlich in Gelb iiber. Spek- 
troskopisch zeigt sich in der griinen Phase ein breiter Streifen 
im Griin 4hnlich dem der EKhrlichschen Aldehydreaktion, in der 
violetten Phase erscheint dazu ein Streifen im Rot bei etwa 645, 
welcher in der roten Phase wieder verschwindet. 


Reduktion des Bis-(neoxanthobilirubinsaure)-phenyl-methan. 


0,2 g des Kondensationsproduktes werden in 6 ccm Eisessig 
und 3 ccm Jodwasserstoff (s = 1,96) gelést und 1 Stunde im sie- 
denden Wasserbad erhitzt. Nun reduziert man das gebildete Jod 
mit etwas Phosphoniumjodid, dampft im Vakuum ab und nimmt 
den sirupartigen Riickstand mit Sodalésung auf. Die sodaalkalische 
Lésung wird mit Ather versetzt, unter dfterem Schiitteln mit 
Schwefelsiiure eben kongosauer gemacht und 4mal ausgeiithert. 
Die vereinigten Atherextrakte werden filtriert und eingeengt. Alsbald 
beginnt die Krystallisation in groBen, farblosen Prismen. Aus- 
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beute 85 mg. Aus Alkohol-Ather umkrystallisiert hat sie einen 
Schmelzpunkt von 187°. Kin Mischschmelzpunkt mit Benzylneo- 
bilirubinsiiure gab keine Depression. 


Oxydation des Bis-(neoxanthobilirubinsaure)-phenyl-methan. 


Man lost 0,1 g des Kondensationsproduktes durch Erhitzen 
in Kisessig, kiihlt ab und versetzt portionsweise innerhalb einer 
halben Stunde mit 0,3 ¢ Chromtrioxyd. Nach einigen Stunden 
dampft man die braune Lisung bei Zimmertemperatur im Vakuum 
iiber Waliumhydroxyd zur Trockene ein. Der Riickstand wird 
mit Wasser und 2 Tropfen verdiinnter Schwefelsiure aufgenommen 
und 10 mal ausgeiithert (I). Dieser Ather wird 2 mal mit Soda- 
lésung extrahiert und diese 2 mal ausgeiithert. Letzterer Ather 
wird mit dem ersten (I) vereinigt (Basenfraktion). Die Sodalésung 
wird mit Schwefelsiiure schwach angesiiuert und 4 mal ausgeathert 
(Siiurefraktion). Die itherischen Lésungen werden getrocknet, 
abgedampft und die Riickstiinde sublimiert. 

Die Basenfraktion besteht aus einem farblosen Ol, in welchem 
sich einige Krystalle befinden, die wahrscheinlich Methylithyl- 
maleinimid sind. 

Die Siiurefraktion ist ebenfalls élig. Bei 100° im Vakuum 
sublimiert Benzoesiture vom Schmelzp. 115° in seiner typischen 
Krystallform heraus. Der Mischschmelzpunkt mit reiner Benzoe- 


siure gab keine [epression. 


Kondensation der Neoxanthobilirubinsaure mit o-Nitrobenzaldehyd. 


0,1 ¢ der Siure werden mit 0,1 g o-Nitrobenzaldehyd und 
1 com 25°/ iger Salzsiiure verrieben und im siedenden Wasserbad 
kurz erhitzt. wobei Zusammenballung zu Schmieren eintritt, welche 
sich jedoch beim Abkiihlen und Verdiinnen mit Wasser leicht 
zu Mlocken zerteilen lassen. Nach dem Absaugen und Auswaschen 
deckt man mit Methylalkohol aus und erhilt das Kondensations- 
produkt als gelbes Pulver. Aus Chloroform—Petroliither um- 
krystallisiert zeigt es den Schmelzp. 259°. 


1. 4,357 mg Substanz gaben 10,450 mg CO,, 2,420 mg H,0. 
10,300 me CO,, 2,220 mg H,O. 


2. 4,220 mg » ” 

1. 2,665 mg - " 0,240 cem N (19°, 708 mm). 

2. 3,310 mg m " 0,298 cein N (19°, 727 mm). 

Fiir C,.,.HygN.O, Ber. C 65,97°/, H 6,11°/, N 9,87°/, 
Gef. 1. ,, 65,41 », 6,21 » 9,81 


2. ,, 66,57 , 3,90 ,, 10,07 


” 
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Analyse 1 wurde aus Chloroform—Petrolither, 2 aus Pyridin— 
Methylalkohol umkrystallisiert (vgl. Fig. 10). 

Die Gmelinsche Reaktion ist folgend: Beim Versetzen mit 
dem Reagens fiirbt sich dieses sofort rosa, die Chlorotormlésung 
wird violett, dann rot, die Niure nimmt nun fast allen Farbstoff 
mit roter Farbe auf. Nach kurzer Zeit ist alles gelb. Spektro- 
skopisch zeigt sich in der violetten und roten Phase in beiden 
Schichten ein breites Absorptionsband im Griin. 


Kondensation der Neoxanthobilirubinsaure mit p-Dimethylamino- 
benzaldehyd. 


0,1 g Siure werden mit 0,1 g p-Dimethylaminobenzaldehyd 
und 1 cem 25°/,iger Salzsiiure gut verrieben. Man erwirmt kurz, 
so daB die Masse handwarm wird und lift 10 Minuten stehen. 
Nun verdiinnt man mit Wasser, saugt die griinen Flocken ab, 
wischt gut nach und deckt mit Methylalkohol aus. Aus Pyridin— 
Methylalkohol krystallisiert das Kondensationsprodukt in priich- 
tigen gelben Prismen (vgl. Fig. 9) vom Schmelzp. 239°. 


5,315 mg Substanz gaben 13,445 mg CO,, 3,100 mg H,O. 


3,690 mg - . 0,338 cem N (19°, 724 mim). 
Fiir C,,Hy,N,O0, Ber. C 69,63° , H 6,98°/, N 9,90°/, 
Gef. ,, 68,99 » 6,58 5, 10,20 


Das Kondensationsprodukt ist leicht léslich in Chloroform 
und Pyridin, schwer in Alkoholen. Priparate, welche aus Chloro- 
form umkrystallisiert wurden, sind stark chlorhaltig. Beim Liegen 
an der Luft oder beim Erhitzen in Lésungsmitteln tritt sehr 
schnell intensive Griinfarbung ein, speziell bei Chlorgehalt. Diese 
Verfarbung erfolgt rapid in direktem Sonnenlicht. 

Die Gmelinsche Reaktion zeigt dasselbe Farbenspiel wie 
Bilirubin. Die gelbe Chloroformlésung wird nacheinander griin, 
blau, violett, rot, nach lingerem Stehen gelb. Die Saure firbt 
sich sofort rosa, nimmt in der roten Phase beim Schiitteln den 
sroBten Teil des Farbstoffs auf und zerstért ihn unter Ent- 
wicklung brauner Dimpfe. Spektroskopisch zeigt sich folgendes: 
Die griine und blaue Phase ist charakterisiert durch zwei scharfe 
Streifen im Rot und Griin. In der violetten Phase verblaBt der 
Rotstreifen, der Griinstreifen verbreitert sich. In der roten Phase 
zeigt das Griin diffuse Absorption, der Rotstreifen ist verschwunden. 








999 H. Fischer und Richard Hess, 


Kondensation der Neoxanthobilirubinsaure mit einem Pyrrol- 
aldehyd. 


0,1 g der Siiture werden mit 0,1 g 4-Methyl-3,5-dicarbithoxy- 
2-formylpyrrol und 1 ccm 25°/,iger Salzsiiure verrithrt und 5 Mi- 
nuten im siedenden Wasserbad erhitzt. Die braune Lésung wird 
nun mit Wasser verdiinnt und nach kurzem Stehen die braunen 
Flocken abgesaugt. Diese werden gut ausgewaschen und mit 
2 ccm Methylalkohol aufgekocht. Das Kondensationsprodukt er- 
hilt man so als gelbes Pulver vom Schmelzp. 250°. Zur Analyse 
aus Pyridin—Methylalkohol umkrystallisiert erhilt man den K6rper 
in priichtigen Prismen (vgl. Fig. 13). 

5,027 mg Substanz gaben 10,030 mg CO,, 2,825 mg H,0. 


3,875 mg - " 0,314 cem N (19°, 711 mm). 
Fiir C,,H,;,N.0,, Ber. C 65,07°/, HH 6,58°%/,  N 863°, 
Gef. ,, 65,27 »» 6,29 »» 8,86 


G;melins Reagens bewirkt nur Rotfirbung der Chloroform- 
lésung, welche aber bald gelb wird, wobei der Farbstoff von der 
Siiure mit ziegelroter Farbe aufgenommen und oxydiert wird. 
Spektroskopisch zeigt sich ein Schatten im Rot. Die Endabsorp- 
tion reicht weit ins Griin. 


Kondensation der Neoxanthobilirubinsaure mit Aceton. 


0,1 ¢ der Siiure werden mit 2 ccm Aceton aufgeschlammt 
und mit 4 Tropfen 25°/,iger Salzsiure versetzt. Sofort  tritt 
Losung ein. Man erhitzt nun 2 Minuten, verdiinnt mit Wasser, 
saugt die Flocken ab und wischt gut aus. Aus Methylalkohol— 
Ather erhiilt man das Kondensationsprodukt in ganz feinen hell- 
gelben Niidelchen, aus einer iibersittigten Lésung in grofen sechs- 
seitigen Prismen (vgl. Fig. 11) vom Schmelzp. 246° 

Die Substanz ist leicht léslich in Methylalkohol, Pyridin und 
Hisessig, schwer lislich in Chloroform und Ather. Wie die Analyse 
zeigt, tritt primar Kondensation zu Mesityloxyd ein und erst 
dieses reagiert mit der Neoxanthobilirubinsiiure. 


4,728 mg Substanz gaben 11,96 mg CO,, 3,19 mg H,O. 


4,255 mg . ” 0.323 cem N (19°, 721 mm). 
Fiir C,.H,.N,O, Ber. C 69,47°/, H T,87°/, N 8,54°/, 
Gef. ., 69,01 9 1,05 » 8,42 


Mit Gmelins Reagens tritt keinerlei Farbveriinderung ein. 
Die Substanz geht nur mit gelber Farbe in die Saiure und wird 
dort oxydiert. 
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Kondensation der Neoxanthobilirubinsaure mit Acetaldehyd. 


0,1 g der Siure wird mit 0,1 ccm Paraldehyd und 0,1 ccm 
25°/,iger Salzsiiure gut verriihrt. Ks tritt schéne Rotfarbung 
ein. Man erwirmt kurz, kiihlt ab, verdiinnt mit Wasser, saugt 
ab und wiascht mit destilliertem Wasser nach. Nun deckt man 
mit Methylalkohol aus und wiischt damit nach. Aus l’yridin— 
Methylalkohol erhilt man das Nondensationsprodukt in schénen 
ockergelben Prismen (vgl. Fig. 12) mit rautenférmigem (uerschnitt 
vom Schmelzp. 267°. 


4,145 mg Substanz gaben 10,270 mg CO,, 2,465 mg H,0. 
wan 


3.825 mg ~ m 0,322 cem N (20°, 727 mm). 
Fiir C,,H,.N,O, Ber. C 67,73°/, H 7,03°/, N 9,30°/, 
Gef. ,, 67,58 .. 6,65 5» 9,38 

Das Kondensationsprodukt ist mittelschwer léslich in Chloro- 
form, sehr schwer in Methylalkohol, leicht in Pyridin. Mit 
GGmelins Reagens tritt nur ganz geringe Farbinderung ein, 
indem die gelbe Chloroformlésung griinstichig, dann dunkelgelb 
wird. Spektroskopisch ist nichts zu erkennen. 


Kondensation der Neoxanthobilirubinsaure mit Aldol., 


0,05 g der Siiure werden mit 0,05 ccm Aldol und ?/, cem 
25°/,iger Salzsiiure kurz erhitzt, mit Wasser verdiinnt und ab- 
gesaugt. Aus Methylalkohol umkrystallisiert erhilt man das 
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Kondensationsprodukt in gelben Nadeln vom Schmelzp. 267 


Darstellung des K-Mesobilirubins. 


0,5 g Neoxanthobilirubinsiiure werden in einem lReagenzglas 
mit 0,75 com Formalin (35°/,) zu einem Brei angeteigt. Nun 
gibt man etwa 0,3 ccm konz. Salzsiure hinzu und riihrt wiederum 
gut durch. Die Masse erwiirmt sich etwas und verfiirbt sich nach 
schmutziggelb. Nun versetzt man mit 1 ccm 25°/ iger Salzsiiure, 
verriihrt und verdiinnt nach 5 Minuten mit Wasser. Die Flocken 
werden abgesaugt und gut ausgewaschen. Der Itiickstand wird 
noch feucht in Methylalkohol aufgeschliimmt, abgesaugt und mit 
demselben Lésungsmittel nachgewaschen. Die Mutterlauge ist 
intensiv griin. Das Kondensationsprodukt, das K-Mesobilirubin 
ist gelb gefirbt und wird nach dem Umkrystallisieren aus Pyridin 
in feinen Nidelchen (vgl. Fig. 14) vom Schmelzp. 310° erhalten. 
Der Mischschmelzpunkt mit Mesobilirubin gab keine Depression. 
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Die Léoslichkeitsverhaltnisse sind elenfalls dieselben wie beim 
Mesobilirubin. 


4,370 mg Substanz gaben 10,622 mg CO,, 2,695 mg H,0. 


3,235 mg - - 0,287 ccm N (19°, 710 mm). 
Fiir C,,HyN,O, Ber. C 67,31°), H 6,85°/, N 9,52°/, 
Gef.  ,, 66,29 ,, 6,90 . 9,69 


Die Gmelinsche Reaktion des K-Mesobilirubins stimmt in 
allen Kinzelheiten mit der des analytischen Mesobilirubins iiber- 
ein. Sie zeigt folgenden Verlauf: Die gelbe Chloroformlisung 
wird nach Zusatz des Reagenses griin, blau, violett, rot, gelb. 
Die Salpetersiiure farbt sich nur etwas gelb. Die einzelnen 





Fig. 14. Fig. 15. 
Kk -Mesobilirubin, Esterchlorhydrat 
des K-Mesobilirubins. 





Fig. 16. 
K- Mesobilirubinogen. 
Phasen sind auch spektralanalytisch charakterisiert. In der griinen 
Phase erscheinen 3 Streifen, welche sich in der blauen verstirken. 
I. etwa 700, IL. etwa 650, II]. etwa 600. In der vioietten 
Phase kommt hierzu ein Schatten IV um 550 und ein stiirkerer 











Uber Neo-, Xantho-Neobilirubinsiure und Partialsynthese usw. 225 


Streifen V um 500. Reihenfolge der Intensitaét I, III, V, IV, I. 
Zwischen I bis II und III bis IV diffuse Absorption. In der 
roten Phase verschwindet erst der Schatten um 650, dann die 
iibrigen Streifen bis auf V. In der gelben endlich verblaBt auch 
dieser Streifen immer mehr. 


Veresterung des K-Mesobilirubins. 


0,1 g K-Mesobilirubin werden in 3 ccm absolutem Methyl- 
alkohol aufgeschlimmt und ohne Kiihlung trockenes Salzsiiuregas 
eingeleitet. In dem MaBe, wie sich die Fliissigkeit erwiirmt, geht 
die Substanz in Lésung. Erst jetzt beginnt man mit der Kihlung 
und leitet Salzsiure bis zur Sattigung ein. Das Esterchlorhydrat 
krystallisiert spontan in prichtigen, roten Prismen mit abgerun- 
deten Enden aus. Im UmriB gleichen sie Rasierklingen. Aus 
Methylalkohol unter Zusatz einiger Tropfen methylalkoholischer 
Salzsiure umkrystallisiert (vgl. Fig. 15) zeigt die Substanz den 
Schmelzp. 190°. 


4,162 mg Substanz gaben 9,290 mg CO,, 2,620 mg H,0O. 


4,190 mg “ » 0,303 eem N (20°, 721 mm). 
5,430 mg - » 2,101 mg AgCl. 
Fiir C,,H,,N,0,-2HCl Ber. C 60,93°/, H 6,73°/, N 8,13%, Cl 10,30%, 
Gef. , 61,41 , 711 4 7,99 yy 9,58 


Das Esterchlorhydrat des Mesobilirubins nach H. Fischer- 
Niemann?) zeigt starken griinen Oberflichenglanz. Es laBt sich 
aus 1°/, iger methylalkoholischer Salzsiure umkrystallisieren. 
Wiederholt man diese Operation fiinfmal, so verschwindet dieser 
Glanz fast ganzlich und man erhalt ein Praparat, das nun auch 
in der Farbe mit dem Esterchlorhydrat des K-Mesobilirubins 
vollstandig iibereinstimmt. Der Mischschmelzpunkt der beiden 
Ksterchlorhydrate gab keine Depression. 


Amalgamreduktion des K-Mesobilirubins. 


0,5 g K-Mesobilirubin werden in 6 ccm Wasser mit 4¢ 
5°/,igem Natriumamalgam so lange geschiittelt, bis die Lisung nur 
noch schwach gelb ist. Man trennt vom Quecksilber, siuert mit 
Schwefelsiure bis zur schwachen Kongoreaktion an und extrahiert 
dreimal mit Chloroform. Bemerkenswerterweise ist nun die 





1) Diese Z. 127, 326 (1923). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCIV. 15 
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Ehrlichsche Reaktion der waBrigen Schicht absolut negativ. Die 
vereinigten Chloroformlésungen werden mit Glaubersalz getrocknet, 
filtriert, im Vakuum auf etwa 3 ccm eingeengt und nun in 100 ccm 
Petrolither gegossen. Es flockt auch hier ein ,,Kérper II“ aus, 
jedoch nur in geringer Menge. Man filtriert und engt das Filtrat 
im Vakuum ein. Alsbald beginnt die Krystallisation in farblosen 
Prismen. Man saugt ab, wascht mit Petrolither, dann mit wenig 
Ather. Zur Analyse aus Essigester umkrystallisiert erhilt man 
die Substanz als quittengelbes Pulver vom Schmelzp. 192° Der 
Mischschmelzpunkt mit analytischem Mesobilirubinogen gab keine 


Depression. 
5,390 mg Substanz gaben 13,180 mg CO,, 3,390 mg H,O: 
3,575 mg - . 0,314 cem N (18°, 718 mm). 
Fiir C,,H,,N,O, Ber. C 66,85, H 7,49%,  N 9,46%, 


Gef. ,, 66,69 5, 1,04 9 9,73 

Das K-Mesobilirubinogen ist leicht léslich in Alkohol, Chloro- 
form, konz. Salzsiure, Ammoniak, in Bicarbonat unter CO,-Ent- 
wicklung. Schwer léslich in Benzo], Ather, Petrolather und Essig- 
ester. In letzterem aber etwas leichter als Mesobilirubinogen. 

Die Ehrlichsche Aldehydprobe ist intensiv. Die reine Sub- 
stanz gibt mit alkoholischer Zinkacetatlisung keine Fluoreszenz, 
jedoch schlagartig beim Belichten mit direktem Somnnenlicht. 
K-Mesobilirubinogen ist gegen Luft und Licht sehr empfindlich, 
besonders in Liésung. Durch Luftoxydation entsteht Urobilin. Bei 
langsamer Krystallisation aus Essigester bekommt man K-Mesobili- 
rubinogen in gréBeren, farblosen Krystallen (vgl. Fig. 16, S. 224), 
welche von Herrn Prof. H.Steinmetz folgendermafen charakteri- 
siert wurden: 

»Die zur Verfiigung stehenden Krystalle sind etwa 0,2 mm 
lang, 0,1 mm breit, zeigen die Kombination {010} mit 2 Prismen, 
deutbar als {110} und {011}. Es ist also die gleiche Kombination, 
wie sie an den friiher gemessenen Krystallen vorhanden ist, nur 
daB hier die {010}-Flichen gréBer sind. 

Ks gelang einige jener Krystillchen aufs Goniometer zu bringen: 

(010):(110) = etwa 30° frither 31° 5’. 

(010):(011) = etwa 56° frither 56°45’. 

Kante [001]:[100] unter dem Mikroskop gemessen 110°+ 1°, 
friher 1:0° 20’ (= f). 

Demnach ist die Krystallform der vorliegenden Krystalle mit 
der der friiheren Messung sehr iihnlich und es besteht eine groBe 
Wahrscheinlichkeit der Identitit der beiden Substanzen.“ 
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Resorcinschmelze des K-Mesobilirubins. 

Die Ausfiihrung derselben geschah genau wie beim Meso- 
bilirubin. 0,15 g Substanz wurden in 5g siedendes Resorcin 
eingetragen und '/, Minute weiter erhitzt. Es tritt Liésung mit 
griiner Farbe ein, welche rasch nach Gelbbraun umschligt. Nun 
gieBt man in diinnem Strahl und unter Riihren in 150 ccm Wasser. 
Am niachsten Tag wird abgesaugt, mit Wasser gut gewaschen, 
getrocknet und aus Methylalkohol umkrystallisiert. Ausbeute 
0,1 g = 75°/, der Theorie. Feine gelbe Nadeln vom Schmelz- 
punkt 226° Der Mischschmelzpunkt mit Neoxanthobilirubinsiure 
gab keine Depression. Zur Analyse wurde noch ein zweites Mal 
aus Methylalkohol umkrystallisiert. 

4,645 mg Substanz gaben 11,340 mg CO,, 2,845 mg H,0. 


2,920 mg » “ 0,272 cem N (21°, 722 mm). 
Fiir C,,H,N,O, Ber. C 66,62 °, H 7,00 °/, N 9,73 °%/, 
Gef. ,, 66,58 y 6,85 » 10,20 


Reduktion von Mesobilirubin mit Eisessig—Jodwasserstoff. 

J. Mesobilirubin wurde nach der Vorschrift von H. Fischer 
und Rése?) auf Bilirubinsiure verarbeitet. 0,25 g werden in 
6ccm Eisessig und 3 ccm Jodwasserstoff (s = 1,96) gelést und 
1 Stunde im siedenden Wasserbad erhitzt. Nun gibt man einige 
Kérnchen Phosphoniumjodid hinzu und destilliert im Vakuum ab. 
Der Riickstand wird in Soda aufgenommen, mit Ather versetzt, 
mit Schwefelsiure schwach kongosauer gemacht und 6 mal aus- 
geithert. Die vereinigten iitherischen Lésungen (I) werden mit 
Diazobenzolsulfosiure so lange ausgekuppelt, bis die Ehrlichsche 
Reaktion darin verschwunden ist. Auffallenderweise wird hierbei 
fast die doppelte Menge Diazoniumlésung verbraucht wie bei der 
Bilirubinsiuredarstellung aus Bilirubin. Die dtherische Liésung 
wird nun mit Glaubersalz getrocknet und abgedampft, zuletzt im 
Vakuum. Behandelt man den sirupartigen Riickstand mit Chloro- 
form—Petrolither, so krystallisiert aus den tibersittigten Lisungen 
beim Stehen iiber Nacht die Bilirubinséure in Drusen aus. Aus- 
beute sehr gering, etwa 5—10 mg. Schmelzp. 178° Der Misch- 
schmelzpunkt mit Bilirubinsiure aus Bilirubin gab keine Depression. 

II. In einem zweiten Versuch wurden 0,3 g Mesobilirubin 
nach obiger Vorschrift behandelt. Die vereinigten &atherischen 
Lésungen (I) wurden jedoch nicht ausgekuppelt, sondern direkt 
getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wurde in 


1) Diese Z. $2, 397 (1912). 


15* 
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1,5 ccm Chloroform aufgenommen und mit 3 ccm Ather versetzt. 
Nach lingerem Reiben krystallisiert eine farblose Substanz aus. 
Ausbeute iiber 0,2 g. Diese wird wiederholt mit Chloroform—Ather 
behandeJt. Nach dem zweiten oder dritten Mal ist ein Teil der- 
selben in Chloroform unléslich geworden. Aus der Chloroform- 
lésung krystallisiert nun nach lingerem Stehen Neobilirubinsaiure 
in der charakteristischen Form, Prismen mit rautenformigem 
Querschnitt vom Schmelzp. 180° aus. Der Mischschmelzpunkt mit 
reiner Neobilirubinsiure gab keine Depression. 

Samtliche Mutterlaugen dieses Versuches wurden nun ver- 
einigt und nach dem Auskupplungsverfahren auf Bilirubinsiure 
verarbeitet. Man dampft im Vakuum ab, nimmt mit Methyl- 
alkohol auf, versetzt mit etwa 50 ccm Ather und kuppelt mit 
einer wiBrigen Lésung von Diazobenzolsulfosiure so lange aus, bis 
die Ehrlichsche Aldehydreaktion verschwunden ist. Man braucht 
etwa 0,05—0,06 g Diazobenzolsulfosiure. Nun wird in iiblicher 
Weise aufgearbeitet. Die Bilirubinsiure krystallisierte aus der 
iibersittigten chloroform—petrolitherischen Lésung in den charak- 
teristischen Drusen. Der Mischschmelzpunkt mit reiner Bilirubin- 
siure vom Schmelzp. 187° gab keine Depression. 


Reduktion von K-Mesobilirubin mit Eisessig-HJ. 


0,3 g¢ K-Mesobilirubin werden nach der obigen unter II. ge- 
gebenen Vorschrift mit Eisessig—Jodwasserstoff reduziert. Es 
wurden erhalten 0,23 g Rohprodukt. Dieses lieferte nach dem 
Umkrystallisieren 80 mg Neobilirubinsiiure vom Schmelzp. 184°. 
Der Mischschmelzpunkt mit Neobilirubinsiure gab keine Depression. 


6,015 mg Substanz gaben 14,595 mg CO,, 4,080 mg U,0. 


8,365 mg i. ™ 0,296 cem N (18°, 729 mm). 
Fir C,,H.N,O; Ber. C 66,15 °/, H 7,64 °/5 N 9,65 °/, 
Gef. ,, 66,17 95 1,09 » 9,89 


Aus den vereinigten Mutterlaugen wurden 60 mg Bilirubin- 
siure isoliert. Durch Umkrystallisieren aus sehr wenig Methyl- 
alkohol—Ather wurde die Substanz in farblosen Linsen yom 
Schmelzp. 188° erhalten. Der Mischschmelzpunkt mit reiner 
Bilirubinsiure gab keine Depression. 

4,071 mg Substanz gaben 9,960 mg CO,, 0,280 mg H,O. 

Fiir C,,H,,N,O, Ber. C 67,06 °/, H 7,95 °/, 
Gef. ., 66,73 5» 7,70 
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Acetylcholin im Rinderblut. 


[Zugleich eine Bemerkung zu der Arbeit 
von J. Kapfhammer und C. Bischoff?) 
Von 


Fritz Wrede und Werner Keil. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Greifswald.) 
(Der Redaktion zugegangen am 6. November 1930.) 


Vor kurzem teilten J. Kapfhammer und C. Bischoff mit, 
daB sie in Rinderblut betrichtliche Mengen Acetylcholin gefunden 
hatten.) Auch in anderen tierischen Organen konnte Kapf- 
hammer Acetylcholin nachweisen.”) Da das Acetylcholin als eine 
Substanz von auBerst intensiver Wirkung auf den Organismus be- 
kannt ist, erregte das Vorkommen in den Mengenverhiiltnissen, 
wie sie Kapfhammer beschreibt, berechtigtes Aufsehen. 

Da wir uns seit langerer Zeit im hiesigen Laboratorium mit 
quantitativen Bestimmungen von Cholin in Organteilen beschiftigen*), 
war der erwihnte Befund fiir uns von besonderem I[nteresse, weil 
im Blut oder Gewebe vorhandenes Acetylcholin unsere Methode 
zur Isolierung des Cholins unsicher machen mubte. Wir haben 
deshalb die Untersuchungen von Kapfhammer und Bischoff 
nachgearbeitet und dabei gefunden, daB ein Stoff von der iuBerst 
charakteristischen physiologischen Wirkung des Acetylcholins in 
dem von uns untersuchten Blut‘) nicht vorkommt, andererseits 
daB dem Blut kiinstlich zugesetztes Acetylcholin nach der Aut- 
arbeitung des Blutes durch seine physiologische Wirkung nicht 
mehr nachgewiesen werden kann. 

Die von Kapfhammer und Bischoff angewandte Methode ist die 
folgende: Ganz frisches Rinderblut wird mit der dreifachen Menge Alkohol 
gefillt. Das Filtrat wird im Vakuum eingeengt und mit ‘T'richloressigsiiure 
zur Entfernung der letzten EiweiBreste versetzt. Die ‘T'richloressigsiure 


(auch eine kleine Menge Fett) wird mit Ather ausgeschiittelt. Die klare 
Lésung wird im Vakuum eingeengt, mit Reineckesture wird das krystalli- 


1) Diese Z. 191, 179 (1930). ; 

*) Vortrag auf d. Tagung d. Naturforscher u. Arzte, Kénigsberg, Sep- 
tember 1930. 

8) Wrede, Strack u. Bornhofen, Diese Z. 183, 123 (1929); Arch. 
f. Gynikol. 140, 367 (1930). 

*) Untersucht wurde das noch kérperwarme Blut von etwa 12 ver- 


schiedenen Rindern. 
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sierte Acetylcholin-Reineckeat gefallt. Ausbeute aus 25 Liter Rinderblut 
2,05 g Reineckeat, entsprechend einem Gehalt von 28,8 mg freiem Acetylcholin 
im Liter Blut. — Das Reineckeat wird in das Chloroaurat iibergefiihrt (wobei 
allerdings gréBere Verluste durch Bildung von Cholin entstehen); dies Chloro- 
aurat zeigt den Schmelzpunkt und die Analysenzahlen des reinen Acety]- 
cholinchloroaurats. — Eine physiologische Priifung am isolierten Darm wird 
von Kapfhammer und Bischoff nicht erwiihnt. 


Wir haben nun diese Aufarbeitungsmethode von Rinderblut 
oft wiederholt, wobei wir Blut von verschiedenen Tieren benutzten, 
auch die angewandten Reagentien (Trichloressigsiure, Alkohol und 
Ather) aus verschiedenen Quellen bezogen. Das Acetylcholin haben 
wir auf biologischem Wege nachzuweisen versucht.') Als Versuchs- 
objekt diente Meerschweinchendiinndarm, in der iiblichen Weise 
in Tyrode-Lésung aufgehaingt. Die Kontraktionen wurden auf 
einer ‘l'rommel registriert. Es wurden Darmstiicke gewahlt, die 
bei der verwandten Apparatur einen Kurvenausschlag von mehreren 
Zentimetern Linge gaben, wenn in die ‘l'yrode-Lésung 0,05 mg 
Acetylcholin gegeben wurden. (0,5 ccm einer Liésung von Acetyl- 
cholinchlorid 0,1: 1000.) Die Priifung der Erregbarkeit wurde am 
Anfang und Ende eines jeden Versuches vorgenommen. Auch sonst 
wurden alle iiblichen VorsichtsmaBregeln beim Auswaschen des 
Darmstiickes usw. gebraucht. Die Versuche wurden zudem so oft 
und mit so verschiedenen Loésungen wiederholt, daB ein Irrtum 
unserer Beobachtungen ausgeschlossen sein diirfte. — Folgende 
4 Versuchsreihen wurden von uns angestellt: 

1. Die nach Kapfhammer und Bischoff bereiteten Ex- 
trakte*) wurden so weit eingedampft, da8 1 ccm nach Kapfhammer 
und Bischoffs Feststellungen 2,9 mg Acetylcholin enthalten 
miiBte. — 1 ccm bewirkte keine Spur von Erregung des Darm- 
stiickes. Erst bei Zusatz von 5ccm des Extraktes (= etwa 14mg 
Acetylcholin nach Kapfhammer und Bischoff) kam eine un- 
betrichtliche Kontraktion des Darmes zustande, die aber an GriBe 


1) Hierbei erfreuten wir uns der Hilfe des Herrn Dr. Szendr6é vom 
Pharmakologischen Institut der Universitit Greifswald. 

*) Betreffs der Aufarbeitung geben Kapfhammer u. Bischoff an, 
daB sie 5 Liter Blut in 15 Liter Alkohol flieBen lieBen und das Filtrat im 
Vakuum auf 150 ccm einengten. Die 80 erhaltene ,,getriibte Lésung“ wurde 
dann mit Trichloressigsiure gefillt. — Uns war es nicht méglich, das Filtrat 
so weit einzuengen, da schon lange vorher (bei etwa 3 mal geringerer Konzen- 
tration, als wie sie Kapfhammer u. Bischoff angeben), die Konsistenz 
der Lésung breiartig wird. — Die von uns fiir die physiologische Prifung 
benutzten ,,Extrakte’ entsprechen der Lésung, aus der Kapfhammer u. 
Bischoff mit Reineckesiure das Reineckeat ausfillen. Die meist noch ganz 
schwach saure Lésung wurde von uns mit Natronlauge gerade neutralisiert. 
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mit der durch 0,05 mg Acetylcholin bewirkten nicht zu vergleichen 
war (wahrscheinlich Wirkung von Salzen oder von Cholin). 

2. Die Extrakte wurden aus frischem Rinderblut genau wie 
bei 1. bereitet, nachdem dem Blut pro Liter 3 bzw. 15 bzw. 30 mg 
Acetylcholin zugesetzt waren. Die Fiallung mit Alkohol wird so- 
fort nach der Zugabe des Acetylcholins vorgenommen, damit 
eine Zerstérung durch Fermente vermieden wird. Die Extrakte 
aus je 1 Liter Blut wurden auf 30 ccm konzentriert, so daB 1 ccm 
Extrakt etwa 1 mg Acetylcholin (entsprechend Kapfhammer 
und Bischoffs Befunden) + 0,1 bzw. + 0,5 bzw. + 1,0 mg Acetyl- 
cholin enthalten miiBte. — Eine dieser Menge Acetylcholin auch 
nur annihernd entsprechende Wirkung auf den Darm konnte nicht 
beobachtet werden. — Die Wirkung von Acetylcholin, das 
zu Blut in der erwihnten Menge zugesetzt wurde, geht 
somit bei der Aufarbeitungsmethode von Kapfhammer 
und Bischoff verloren. 

3. 50 mg Acetylcholinchlorid wurden mit 10°/,iger Trichlor- 
essigsaure 12 Stunden aufbewahrt. Die Trichloressigsiure wurde 
ausgeithert, die Lisung nach Entfernen des Athers neutralisiert, 
dann mit Wasser auf 500 ccm verdiinnt. Die Wirkung dieser 
Lésung auf den isolierten Darm war gleich der Testlésung 0,1 : 1000. 
— Acetylcholin wird somit bei der Behandlung mit Tri- 
chloressigséiure in 12 Stunden nicht in seiner Wirkung 
verindert. 

4. Zur Liésung der Frage, ob Acetylcholin bei der Alkohol- 
fillung mit dem Kiwei8 niedergerissen werden kénnte, haben wir 
folgende Versuche mehrfach durchgefiihrt: 

a) 100 ccm frisches Rinderblut wurden mit dem gleichen Volum 
20°/,iger Trichloressigsdure verriihrt. Das Filtrat wurde mit Ather 
von der Trichloressigsiure befreit, im Vakuum auf 10 ccm ein- 
geengt und genau neutralisiert. 1 ccm sollte nach Kapfhammer und 
Bischoff etwa 0,3 mg Acetylcholin enthalten. 1 ccm, auch 2 ccm, 
zeigten auf den Darm jedoch keinerlei Wirkung, wahrend 0,05 mg 
Acetylcholin (0,5ccm Testlésung) starke Erregung hervorriefen. 

b) 100 ccm Rinderblut, dem 8 mg Acetylcholin zugesetzt waren, 
wurden genau wie bei a) verarbeitet: 1 ccm, auch 2 ccm, zeigten 


keine Spur von Wirkung auf den Darm. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir 
fiir Mittel, die bei den Untersuchungen benétigt wurden. 
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Zur Struktur der Haimocyanine. 
I. Mitteilung.’) 
Uber die Isolierung der ,,Hamocuprin“ genannten Kupfer- 
komponente von Hamocyanin (Octopus vulgaris). 
Von 
Adolf Schmitz. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft.) 





(Aus der chemischen Abteilung der Zoologischen Station in Neapel.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. November 1930.) 


Die Himocyanine, die blauen Blutfarbstoffe der Mollusken 
und Crustaceen, die in den letzten Jahren Gegenstand zahlreicher 
Untersuchungen, namentlich auslindischer Forscher geworden sind, 
lohnen aus verschiedenen Ursachen ein eingehenderes Studium, 
das nicht nur mehr fiir den Zoologen von Interesse ist. Einer- 
seits haben sie die gleiche biologische Funktion wie das Himo- 
globin, dessen Struktur in bezug auf die Kisenkomponente weit- 
gehend aufgeklirt ist, so daB Vergleiche der beiden Blutfarbstoffe 
betrefis ihrer chemischen Konstitution von besonderem Wert 
erscheinen. Andererseits rechnet man den Himocyaninen nach 
den Untersuchungen von The Svedberg’) eine Sonderstellung 
unter den Proteinen zu, da ihre Molekulargewichte Millionenwerte 
erreichen. AuBerdem zeichnen sie sich durch eine besonders 
leichte Krystallisierbarkeit aus. Alle diese Umstinde haben das 
Studium dieser interessanten, aber teilweise schwer erhaltbaren 
Naturstoffe in einen allgemeineren Gesichtskreis geriickt. 


Schon seit der Auffindung des Himocyanins durch Fredericgq °) 
gehen die Ansichten tiber die chemische Bindungsart des fiir die respirato- 





1) Vgl. auch die vorliufige Mitteilung Naturw. 18, 798 (1930). 
2) Journ. Amer. chem. Soc. 50, 1399 (1928); 51, 536 (1928); 51, 550 (1928). 
%) Arch, Zool. exp. 7, 535 (1878). 
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rische Funktion maSgeblichen Kupfers im Molekiil auseinander. Leider 
sind aber neben den zahlreichen eingehenden Studien iiber die physikalischen 
und physiologischen Eigenschaften der Himocyanine') nur selten chemische 
Untersuchungen angestellt worden, und auch diese miissen als oberflichlich 
bezeichnet werden. 

Fredericq selbst behauptet bereits, ohne fiir seine Behauptung niihere 
experimentelle Angaben machen zu kénnen, da’ das Hiimocyanin durch 
Siureeinwirkung analog dem Himoglobin in eine kupferhaltige prosthetische 
Gruppe und einen EiweiBanteil zerlegt werden kénne. Henze*) widerlegt 
diese Behauptung und zeigt, da8 schon Siuren schwacher Konzentration 
lediglich das Kupfer aus dem Molekiilverband herausnehmen. Da es ihm 
nicht gelingt, einerseits durch Einwirkung von Siiuren ein ,,Hiimin’ nach 
den bei dem Hamoglobin iiblichen Methoden zu gewinnen, da er andererseits 
bei Einwirkung von Alkali das Auftreten einer Biuretreaktion beobachtet, 
was er ebenfalls als Kupferabspaltung deutet, streitet er die Existenz einer 
prosthetischen Gruppe iiberhaupt ab und gibt dem Himocyanin die Struktur 
eines Kupferalbuminates. Der gleichen Meinung in der Folge sind Kobert?) 
und Alsberg.‘) Dagegen kehrt Dhéré*) wieder zu der alten Ansicht 
Fredericqs zuriick. Er folgert aus seinen spektroskopischen Befunden, 
da8 das Kupfer nicht an Eiweif, sondern an einen andersartigen organischen 
Komplex gebunden ist. Nicht mit Unrecht schreibt er®): ,,On ne voit pas 
trés bien, comment un simple albuminat de cuivre pourrait jouer le rdéle 
d’un pigment respiratoire“. Philippi’) versuchte als erster einen anderen 
Abbau als den durch Siureeinwirkung. Durch Alkaliabbau erhilt er geringe 
Mengen eines nicht niher untersuchten griinen Kérpers, der 7°/, Cu enthilt. 
Da die Substanz mit Fichtenspan eine starke Pyrrolreaktion gibt, glaubt er 
die prosthetische Gruppe gefunden zu haben. Er vermutet eine Verwandt- 
schaft mit dem Chlorophyll. Doch fehlen weitere Angaben. Quagliariello 
macht in seiner Zusammenfassung *) einen Kompromi8 und schreibt: ,,Es 
ergibt sich also, da8 das Kupfer zwar im Himocyaninmolekiil unzweifelhaft 
in einer noch labileren Form vorkommt als das Eisen im Himoglobin, es 
aber andererseits nicht geniigend festgestellt erscheint, daB es sich im vor- 
liegenden Falle um ein einfaches Kupferalbuminat handele.“ In neuester 
Zeit schliebt Cook®*) wieder lediglich aus der Tatsache, da8 Ferricyankali 





1) Vgl. vor allem Dhéré und Mitarbeiter, C. r. soc. biolog. $2, 1038, 
1041 (1919); 83, 1605 (1920); 95, 628 (1926). Journ. de Physiol. Path. gen. 
18, 185 (1920); 19, 1089 (1920); 20, 1, 34 (1922). Redfield und Mitarbeiter, 
J. of biol. Chem. 69, 475 (1926); 76, 185, 197 (1927); 77, 451 (1928); 82, 759 
(1929); Biol. Bull. Mar. biol. Labor, Wood’s Hole 58, 150 (1930). Stedman 
und Mitarbeiter, Biochemie. J. 19, 544 (1925); 20, 938, 949 (1926); 21, 533 
(1927); 22, 889 (1928). 

2) Diese Z. 33, 370 (1901); 43, 291 (1904). 

5) Pfliigers Arch. 98, 411 (1903). 

4) J. of biol. Chem. 8, 1 (1910); 19, 503 (1914). 

°) J. de Physiol. Path. gen. 19, 1089 (1920). 

6) J. de Physiol. Path. gen. 20, 12 (1922). 

7) Diese Z. 104, 88 (1919). 

’) Wintersteins Hdb. d. Physiol. 1, 1. Halfte, 618 (1925). 

*) Journ. gen. Physiol. 11, 399 (1928). 
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keinen Sauerstoff aus dem Oxyhimocyanin freimacht, auf eine Bindung des 
Kupfers an Eiweib. Dhéré') versucht die von Philippi vermutete pro- 
sthetische Gruppe auch auf andere Weise zu erbalten und einen fermen- 
tativen Abbau auszufiihren, doch sind seine Ergebnisse, die er durch Ein- 
wirkung von Papain auf Himocyanin erhielt und die neuerdings von Phi- 
lippi und Hernler’) bestitigt werden, nicht geklirt. Er scheint auber 
acht gelassen zu haben, da8B Papain in seiner proteolytischen Wirkung bei 
Gegenwart von Spuren Kupfer stark gehemmt wird.’) Redfield‘) schlieB- 
lich stellt wieder eingehende spektroskopische Untersuchungen an und 
kommt ebenso wie Dhéré frither zu dem SchluB, eine ,,chromatie group“ 
anzunehmen. Roche’) aber, der den isoelektrischen Punkt von Himocyanin 
und dem kupferfreien Anteil bestimmt und ihn nach Herausnahme des 
Kupfers unveriindert findet, schlieBt daraus wieder auf direkte Bindung des 


Kupfers an EiweiB. 

Diese bisherigen Untersuchungen, die zwar wichtige Auf- 
klirung iiber die physikalischen und physiologischen EKigenschaften 
gegeben haben, gestatten es nicht, weitgehende Schliisse auf die 
chemische Bindung des Kupfers im Molekiil zu ziehen. In der 
Ansicht, daB hier physikalische Methoden allein nicht zum Ziele 
fiihren kénnen, habe ich erneut den chemischen Abbau des Hiimo- 
cyanins in Angriff genommen. Ob und inwieweit grundlegende 
Unterschiede zwischen den Hamocyaninen verschiedener Tierarten 
existieren, soll Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Denn 
Studien in dieser Richtung kénnen erst dann nutzbringend sein, 
wenn iiberhaupt feststehende Tatsachen iiber die Konstitution 
wenigstens eines Himocyanins bekannt sind. Analysen iiber den 
Gehalt an Kupfer, auf deren Verschiedenheit die Annabme mehrerer 
Himocyanine beruht, kénnen hier keine eindeutige Aufklarung 
geben, da dies allein durch die verschiedene Linge der EiweiB- 
kette bedingt sein kann. Ich wihlte zunichst als Ausgangs- 
material das an der Zoologischen Station in Neapel am leichtesten 
in gréBerer Menge erhaltbare Himocyanin der Cephalopoden, 


speziell das von Octopus vulgaris.°) 





1) C. r. soe. biol. Paris 101, 1071 (1929). 

*) Diese Z. 191, 28 (1930). 

5) Krebs, Biochem. Z. 220, 289 (1930). 

*) Biol. Bull. Mar. biol. Labor. Wood’s Hole 58, 150 (1930). 

®) Arch. de phys. biol. 7, 207 (1930). 

*) Fiir die Uberlassung eines Arbeitsplatzes bin ich teils dem sichsischen 
Ministerium fiir Volksbildung, teils dem Reichsministerium des Innern zu 
groéBtem Danke verpflichtet. Ich méchte nicht unterlassen, auch an dieser 
Stelle Herrn Prof. Dr. Reinhold Dohrn, dem Direktor der Station, der 
meine Arbeiten in weitgehendstem MaBe férderte, sowie Herrn Prof. Sereni, 
dem Leiter der Physiologischen Abteilung, bei dem ich vor allem in Be- 
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Nach den Angaben von Henze enthilt das Octopusblut als 
einzigsten EiweiBstoff das Himocyanin. Infolgedessen erhilt man 
direkt aus dem zentrifugierten und verdiinnten Blut durch Ko- 
agulation ein als hinreichend rein zu bezeichnendes Produkt. Es 
bleibt jedoch die Frage offen, ob mit der Koagulation eine tiefer- 
gehende Strukturinderung verbunden ist, die eventuell Kinflu 
haben kann auf einen mit dem koagulierten Material durch- 
gefiihrten Abbau. Betrachtet man zum Vergleich das Himoglobin, 
so ist festzustellen, daB in dem durch Koagulation aus Oxyhiimo- 
globinlésungen entstandenen Kathiimoglobin?) Anderungen zweierlei 
Art vor sich gegangen sind, nimlich erstens Ubergang des Kisens 
von der zweiwertigen in die dreiwertige Stufe, damit verbunden 
Verlust der Fahigkeit, Gase zu binden, und zweitens Auflockerung 
der Bindung zwischen Eisenkomponente und LHiweifanteil. In 
beiden Beziehungen verhilt sich das Himocyanin anders. Das 
feuchte wasserhaltige Koagulum des Himocyanins hat noch die 
Fahigkeit, sich zu farben und zu entfirben, d.h. Sauerstoff zu 
binden und wieder abzugeben, aber durch vollstindiges Trocknen 
des Koagulums scheint eine Umlagerung vor sich zu gehen, 
durch die diese Kigenschaft verloren wird. Gleichzeitig ver- 
indert sich beim Trocknen die Farbe nach griin, worauf ich 
spaiter noch zuriickkomme. Eine Abspaltung eines Kupferkomplexes 
erfolgt allem Anscheine nach nicht, es gelang mir nicht, einen 
solchen ohne stark eingreifende Mittel zu isolieren. So schlugen 
z.B. Versuche fehl, eine Metallkomponente analog den Ver- 
suchen von W. Kiister und Kimmich*) an Hamoglobin, durch 
Behandlung mit Diazomethan als Ester in Chloroform oder Ather 
in Lésung zu bringen. Es gelang schlieBlich, die Metallkomponente 
durch Kinwirkung von Alkali aus dem Molekiil abzutrennen. 
Sicher ist, daB die Bindung zwischen Metallkomponente und Eiweib- 
anteil im koagulierten Himocyanin erst durch starken alkalischen 
EinfluB gelést wird. Sie scheint demnach eine festere oder iiber- 
haupt anderer Art zu sein als die im Himoglobin. Darauf laBt 
auch schlieBen, daB sie gegen Siiuren sehr resistent ist, wider- 
standsfahiger als die Bindung des Metalls selbst, die bereits gelést 
wird, ehe eine Lisung der gesamten Metallkomponente erfolgen kann. 


handlung des Tiermaterials gréBte Unterstiitzung fand, meinen ergebensten 
Dank auszusprechen. Nicht zuletzt danke ich besonders Herrn Per Erik 
Lindahl fiir seine vielen Anregungen und hilfreiche Mitarbeit. 

1) Haurowitz, Diese Z. 137, 62 (1924). 

*) Diese Z. 172, 199 (1927). 








236 Adolf Schmitz, 


Der Alkaliabbau des Hiimocyanins wurde mit Normal-Natron- 
lauge vorgenommen. Er erfolgte zunichst im wesentlichen analog 
den Angaben von Philippi’). Das feingepulverte denaturierte 
Hamocyanin beginnt in der Lauge aufzuquillen und farbt sich 
nach wenigen Minuten rétlich-violett. Die zuerst von Henze 
beobachtete ,,Biuretreaktion“, die nicht alle Hamocyanine geben 
sollen, tritt auf. Versuche beim Abbau des Haimocyanins mit 
Trypsin, iiber die demniichst berichtet werden soll, zeigten, dab 
auch hier bei Kinhaltung eines p,, von 8,5 diese Reaktion anftritt. 
Versuche ohne Ferment ergaben, daf eine Alkalitat von p,, 8,5 
allein nicht geniigt, um die Reaktion hervorzurufen. Sie ist in 
diesem Falle also abhingig von der fermentativen hydrolytischen 
Spaltung. Demnach ist das Auftreten dieser ,,Biuretreaktion“ 
die Folge einer EiweiBhydrolyse, und nicht, wie bisher vielfach 
angenommen wurde, die Folge einer Abspaltung von Kupferoxyd, 
das dann erst mit dem EiweiBrest, sofern das Hamocyanin ein 
Kupferalbuminat ware, in neuer Bindung zur Biuretreaktion zu- 
sammentreten soll. Denn sonst miiBte man eine Abspaltung des 
Kupfers durch die Einwirkung von Trypsin annehmen, was natiirlich 
im héchsten Grade unwahrscheinlich ist. Eher noch ist zu dis- 
kutieren, dab das Kupfer im Himocyanin bzw. in der Kupfer- 
komponente in einer Bindung steht, die der Bindung des Kupfers 
bei der typischen Biuretreaktion gleich oder zumindest dhnlich ist. 
Wie noch spiter dargetan wird, beruht der Farbumschlag auf 
der Bildung von dissoziierten Natriumsalzen des Himocyanin selbst 
oder seiner Spaltprodukte. 

Wenige Stunden nach Beginn der Hydrolyse beginnt die 
violette Fiarbung allmihlich zu verschwinden. Wenn vollstiandige 
Lésung des Himocyanins eingetreten ist, macht sich bald eine 
immer stiirker werdende Verdunkelung der Lésung bemerkbar, 
Es setzt eine Abscheidung fein verteilter Partikelchen ein, die die 
Lésung in der Aufsicht schlieBlich dunkelgriin erscheinen lassen. 
Im durchfallenden Licht ist die Lésung rétlichgelb gefirbt. Nach 
24 Stunden ist bei einer Temperatur von 37° die Abscheidung der 
griinen Farbkomponente vollstandig beendet. Die iiber dem sich 
zu Boden setzenden Niederschlag stehende Liésung ist hell. Philippi 
beobachtete diesen Vorgang bereits und deutete ihn schon mit 
Recht, wie hier gezeigt wird, als Abspaltung der Metallkomponente, 


1) Es sei darauf aufmerksam gemacht, dab Philippi Schneckenhimo- 
eyanin benutzte. 
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obwohl ihm nicht geniigend Material zur Verfiigung stand, um 
seine Annahme zu rechtfertigen. Der von der Kiweibmutterlauge 
abgetrennte Niederschlag lést sich in heiBem Wasser oder in 
heiBem wiBrigen Alkohol nahezu quantitativ mit dunkler wein- 
roter Farbe. Aus dieser alkalischen Liésung kann die Metall- 
komponente durch schwache Sauren als in Wasser schwer lésliche 
griine Substanz wieder ausgefallt werden. Die EKlementaranalyse 
dieses durch mehrfache Umscheidung gereinigten Kérpers, von 
dem aus 10 g Himocyanin etwa 0,2 g gewonnen werden konnten, 
ergab folgende Werte: C 45,04, H 6,99, N 12,58, Cu 6,27°/,. 
P und 8 wurden nicht gefunden. Die Krystallisation gelang bis 
jetzt nicht, Versuche in dieser Richtung sind aber im Gange. 
Deshalb sei vorlaufig noch von der Aufstellung einer Bruttoformel 
abgesehen. 

Das Verhalten des Kérpers gegen Lésungsmittel, der hohe 
Wasserstoffgehalt, der eine aromatische Ringstruktur ausschlieBt, 
schlieBlich der spektroskopische Befund des Natriumsalzes wie der 
der Pyridinlésung zeigen, daB die vielfach vermutete Porphyrin- 
struktur in der Kupferkomponente des Hiimocyanins nicht vor- 
handen ist. Es besteht weder in Struktur noch in der Bindungs- 
weise an das KiweiB eine Verwandtschaft mit dem Hamatin. Fiir 
diese von mir hier erstmalig eindeutig beschriebene Substanz 
schlage ich den Namen ,,Himocuprin“ vor. 

Die Siurenatur des Himocuprins, die schon aus seiner Lés- 
lichkeit in Basen und seiner Fihigkeit, Salze zu bilden, hervor- 
ging, konnte auf dem Wege der elektrometrischen Titration ein- 
gehend gezeigt werden. Die Titrationskurven zweier verschiedener 
Einwagen von verschiedenen Priparaten sind in der Abbildung 
wiedergegeben. Hine Lisung des Himocuprins, einmal in 4,0 ccm 
(Kurve I), einmal in 7,0 ccm (Kurve II) n/10-Natronlauge wurde 
mit n/10-Salzsiure zuriicktitriert. 

Aus der Titrationskurve ergibt sich folgendes Resultat: 
Erster Knickpunkt = Anfangspunkt der Titration des Haimocuprins 
bei p,, 10,5, zweiter Knickpunkt bei p,, 7,4, dritter Knickpunkt = 
Endpunkt der Titration nach Verbrauch von 4,0 bzw. 7,0 ccm 
n/10-Salzséure bei p,, 5,8. 

Bei der Annahme, daB in einem Molekiil Himocuprin 1 Atom 
Cu enthalten ist, folgt durch die Berechnung aus der EKinwage, 
dem Prozentgehalt an Kupfer und den vom ersten bis dritten 
Knickpunkt verbrauchten Kubikzentimetern Siure, daB 1 Mol 
Hamocuprin genau 4 Mol NaOH bindet. 
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Ks erhebt sich die Frage: Verbraucht wie beim Hamin die 
Chlorferrigruppe, beim Hamocuprin die Kupfergruppe, die in 
diesem Falle, da das Himocuprin durch Essigsiure gewonnen 
war, eine Kupferacetatgruppe wire, Natronlauge, d. h. ist eine 
Reaktion nach der Gleichung: 


—Cu—OOC.CH, + NuOH =— Cu—OH + NaOOC.CH, 


anzunehmen? Wie miiBte sich diese Reaktion, finde sie statt, 
in der Titrationskurve a4uBern? Es wiirde ein Aquivalent Essig- 
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Elektrometrische Titration von Haimocuprin. 
Kurve I: Einwage 0,0659 g, Verbrauch 2-1,25 ccm n/10-HCI. 
Kurve II: Einwage 0,1117 g, Verbrauch 2-2,20 ccm n/10-HCI. 


siure in Freiheit gesetzt, die in der Kurve mit der Dissoziations- 
konstante 2-10~5 erschiene. Das ist nicht der Fall. 

Die gesamte Natronlauge wird also durch Sduregruppen 
gebunden. Demnach ist Himocuprin als eine Tetracarbonséure 
aufzufassen. Da aber die Titrationskurve des Himocuprins von 
p,, 10,3 bis p,, 5,8 nur einen einzigen Knickpunkt, nimlich den 
bei p,, 7,4, erkennen laBt, anstatt deren drei, wie nach dem vorigen 
angenommen werden miiBte, so ist daraus zu schlieBen, daB je 
2 Carboxylgruppen als gleich zu betrachten sind, d. b. daB das 
Himocuprin einen symmetrischen Aufbau besitzt. Himocuprin 
dissoziiert demnach nur in zwei Stufen, deren Dissoziationskon- 
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stanten sich mit rund 4-107? und 8-106 77° aus der Titrations- 
kurve ergeben. 

Gleichzeitig gibt die Titration des Hiimocuprins Aufschlu8 
iiber die Farbinderungen, die analog auch bei dem Hiimocyanin 
selbst auftreten. Die alkalische Lésung des Himocuprins, d. h. 
das vierwertige Jon des dissoziierten Natriumsalzes ist weinrot 
gefirbt. Bei p,, 8,5 beginnt eine Blaufirbung sich bemerkbar 
zu machen, die im weiteren Verlauf der Titration stindig zunimmt. 
Bei p,, 7,4, in welchem Punkt die zwei schwachen Saiuregruppen aus- 
titriert sind, ist die Farbe rein blau. Also hat das saure Natrium- 
salz bzw. das zweiwertig dissoziierte Ion des Himocuprins blaue 
Farbe. Je mehr sich die Titration dem Ende nihert, um so mehr 
indert sich die Farbe in Griin, bis zum SchluB die griine, un- 
dissoziierte Siiure abgeschieden ist. 

Den gleichen Farbwechsel zeigt das Oxyhimocyanin selbst. 
Das natiirliche Blut ist rein blau. Wird das p,, erhdht, so tritt 
die schon niher erérterte rotviolette Farbung auf. Bei geringem 
Zusatz 1°/,iger Kssigsiure — stirkere Siuren wirken bekanntlich 
fallend — dndert sich die Farbe in Grin. Griin ist auch, wie 
schon erwihnt, das ausgefillte wasserfreie Oxyhimocyanin-co- 
agulum, ebenso wie das krystallisierte Oxyhaimocyanin mehr griin 
als blau ist. Diese Farbinderung nach Griin, die schon hiufig 
beobachtet wurde, hat also nichts mit der Bildung eine hypo- 
thetischen ,,Methaimocyanins“ zu tun, sie ist eine Kigenschaft des 
undissoziierten Zustandes. Diese Farbinderungen des Himocyanins 
lassen sich also durch mehr oder weniger weitgehende Dissoziation 
erklaren. Durch Erhéhen des p,, bei Alkalizusatz werden mehr- 
basische Siureionen gebildet, denen eben die rétliche Farbe der 
,Biuretreaktion“ zu eigen ist. Ob dies nun Ionen des lediglich 
in mehr Stufen dissoziierten Hiimocyanins oder bereits lonen von 
Spaltprodukten, vielleicht schon des abgespaltenen Haimocuprins 
selbst sind, bedarf noch der Aufklarung. 

Auch auf den Abbauvorgang bei der Einwirkung von Alkali 
wird einiges Licht geworfen. Ohne Zweifel ist die sich in der 
Alkalilésung rasch abscheidende griine Verbindung ein undisso- 
ziiertes Salz des Himocuprins oder eines noch eiweibhaltigen 
Derivates des Himocuprins. Da8 undissoziierte Salze griin gefirbt 
sind, geht aus der Tatsache hervor, daB sich Himocuprin in 
konzentriertem Ammoniak mit griiner Farbe lost, die auf Zusatz 
von Wasser infolge der eintretenden Dissoziation in Rot umschligt. 
Allerdings ist noch nicht aufgeklart, wodurch beim Abbauvorgang 
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die Dissoziation des Himocuprinsalzes zuriickgedrangt wird. Die 
verhiltnismaiBig hohe Konzentration der Na-Ionen geniigt hierzu 
in diesem Falle allein noch nicht. 


Nachdem das Abbauschema des Himocyanins wie auch die iuBere 
Natur der Kupferkomponente — Kupferkomplexverbindung, aliphatischer 
Charakter, Siiurenatur — in ein helleres Licht geriickt sind, kann nunmehr 
daran gedacht werden, Arbeiten in Angriff zu nehmen, die sich mit dem 
organischen Aufbau des Kupferkomplexes befassen. Vor allen Dingen ist 
noch nichts von dem erkennbar, das dem Hiimocyanin die respiratorische 
Fihigkeit gibt. Ist hierfiir die Wertigkeit des Kupfers ausschlaggebend oder 
sind auch noch unbekannte Strukturverhiltnisse maBgeblich? Von gréBtem 
Interesse ist, daB der Porphyrinkomplex, der fast durchweg in der gesamten 
organischen Welt iiberall dort, wo Gaswechsel vonstatten geht, in Erscheinung 
tritt — Chlorophyll, Phylloerythrin, Phykocyan'), Phykoerythrin'), Echino- 
chrom, Chlorocruorin’), Cytochrom, Hiaimoglobin, Atmungsferment — in 
einem bestimmten Stadium der Entwicklung feblt. 


Es sei noch berichtet iiber Versuche, die zum Ziel hatten, 
Aufklarung iiber die Natur der Stickstoffatome im Hamocuprin 
zu bringen. Hiamocuprin enthalt keinen freien Aminostickstoff, 
auch durch kurze Saureeinwirkung, wie sie im v. Slyke-Apparat 
vonstatten geht, wodurch das Kupfer aus dem Molekiil abgetrennt 
wird, wird kein Aminostickstoff gebildet. Kocht man dagegen 
Hamocuprin 8 Stunden mit konzentrierter Salzsiure, so wird der 
gesamte Stickstoff nahezu quantitativ in Aminostickstoff iiber- 
gefiihrt. Dagegen wird bei der gleichen Behandlung mit konzen- 
trierter Natronlauge nur 24°/, Aminostickstoff gebildet. Wiirde 
man annehmen, daB der Stickstoff in peptidartigen Bindungen 
steht, die durch die Einwirkung der Siiure bzw. der Lauge hydro- 
lysiert werden, so ist dem entgegenzuhalten, daB nach bisherigen 
Befunden*) Polypeptide von Alkali in weit héherem MaBe hydro- 
lysiert werden als von Saiure. Oder aber man miiBte besondere 
Strukturverhiiltnisse annehmen, unter denen die Peptidbindungen 
gegeniiber Alkali stabilisiert ist (E.Abderhalden), Es ergibt 
sich aus den Versuchen, da8B das Kupfer nicht in Verbindung mit 
Aminogruppen steht, eher ist an eine Verkniipfung durch Sauer- 
stoff zu denken, was auch mit den Befunden von Roche‘) iiber 


1) Lemberg, Liebigs Ann. 477, 195 (1930). 

*) Warburg, Negelein u. Haas, Biochem. Z. 227, 171 (1930). 

’) Abderhalden u. Brockmann, Diese Z. 170, 146 (1827); Abder- 
halden u. Schmitz, Fermentforsch. 10, 594 (1929). 


4) A.a. O. 








Zur Struktur der Himocyanine. 24] 


den isoelektrischen Punkt des Himocyanins und des vom Kupfer 
befreiten Anteils iibereinstimmen wiirde. 


Versuchsteil. 


Darstellung des Ausgangsmaterials. 


In der bekannten, von Henze!) niher beschricbenen Weise 
wurden die Tiere entblutet. Nach Zentrifugieren des Blutes, 
wobei sich meist nur geringe Mengen von Leukocyten zu Boden 
setzen, und Verdiinnen mit Wasser auf das 5fache wird das Blut 
mit so viel Alkohol versetzt, dab keine bleibende Fillung oder 
Triibung entsteht. Dann erhitzt man auf dem Wasserbad einige 
Zeit auf 70°, wobei die Koagulation eintritt. Man Jist noch 
so lange bei dieser Temperatur stehen, bis die erst gallertige Masse 
sich zu Flocken zusammengeballt hat. Das ausgeschiedene Hiimo- 
cyanin ist vollig farblos. Man filtriert durch Faltenfilter das 
Koagulum ab, das sich an der Luft wieder schnell hellblau firbt. 
Mit Wasser wird es mehrmals in einer Reibschale gut verrieben, 
schlieBlich auf dem Filter noch einige Male mit Alkohol aus- 
gewaschen. Nunmehr prebt man die Masse auf Tonteller ab und 
trocknet sie zum SchluB im Trockenschrank bei 70° Die Sub- 
stanz zeigt, nachdem sie fein gepulvert worden ist, eine helle 
griinliche Fiirbung, die sich auch im Vakuum nicht mehr ver- 
indert. Man erhilt auf diese Weise, wie schon friiher von anderen 
Autoren”) angegeben wurde, ein ziemlich reines Produkt, da das 
Hamocyanin der einzigste Eiweifstoff im Octopusblut ist. Die 
Ausbeute schwankt zwischen 6—9 g aus 100 ccm Blut. 


Isolierung der Kupferkomponente des Hamocyanins durch 
alkalischen Abbau. 


40 g des fein gepulverten denaturierten Himocyanins werden 
mit 800 ccm n-Natronlauge versetzt. Die aufquellende Substanz 
nimmt nach wenigen Minuten eine rétlich-violette Fiarbung an. 
LaBt man bei einer Temperatur von 37° stehen, so tritt rasch 
Lésung ein, die zunachst rétlich gefirbt ist, dann aber durch 
eine sich vermehrende Abscheidung allgemein immer dunkler 
wird. Nach einigen Stunden erscheint die Fliissigkeit durch die 
in ihr fein suspendierten Teilchen in der Aufsicht dunkelgriin, 





1) Diese Z. 33, 370 (1901). 
*) Henze, Diese Z. 43, 292 (1904). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCIV., 16 
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wihrend sie in Durchsicht rotbraun bis gelb gefarbt ist. Nach 
24 stiindigem Stehen hat sich die griine Abscheidung als gallert- 
artige voluminése Masse zu Boden gesetzt. Die iiberstehende 
F liissigkeit ist hellgelb. Der Niederschlag wird auf der Zentrifuge 
ausgeschleudert. Nach AbgieBen der Lauge nimmt man den 
Riickstand in 96°/,igem Alkohol auf und erhitzt auf dem Wasser- 
bad zum Sieden. Hierbei geht das Natriumsalz des Himocuprins 
mit tief dunkler weinroter Farbe in Lisung. Der noch griin ge- 
fiirbte Riickstand wird wieder auf der Zentrifuge abgeschleudert 
und aufs neue ausgekocht. Dies wird so lange wiederholt, bis der 
Alkohol farblos bleibt. Als Riickstand hinterbleiben geringe Mengen 
einer schmutzig grauen Substanz, die nur ganz geringe Spuren 
von Kupfer enthilt. Aus den vereinigten Extrakten scheidet sich 
beim Stehenlassen noch etwas Carbonat aus, das abfiltriert wird. 
Durch vorsichtiges Zufiigen von 1 °/,iger Essigsiure zu der roten 
alkoholischen Lésung setzt man das Hiimocuprin in Freiheit, 
wobei die Farbe von Rot iiber Blau in Griin iibergeht. Das 
flockig ausfallende griine Hiimocuprin, das sich anfangs schlecht 
filtrieren laBt, wird ausgeschleudert. Nachdem es 2mal mit 
96 °/,igem Alkohol auf der Zentrifuge durchgewaschen worden ist, 
kann es abgesaugt werden und auf der Nutsche griindlich mit 
wiBrigem, dann mit absolutem Alkohol und schlieBlich mit Ather 
ausgewaschen werden. Die Ausbeute betrigt etwa 0,8 g. 


Reinigung und Umscheidung des Hamocuprins. 


Um noch etwa beigemengte alkoholische EKiweiBbestandteile 
zu entfernen, wird das Himocuprin in einigen Kubikzentimetern 
Pyridin gelést. Die dunkelgriine Lésung wird von etwaigem Un- 
gelésten abfiltriert und in Alkohol eingegossen, wobei das Hiimo- 
cuprin wieder ausfallt, da das Himocuprin selbst im Gegensatz 
zu seinem Natriumsalz in Alkohol unléslich ist. Verunreinigungen, 
die vorher bei der Auflésung des Natriumsalzes des Himocuprins 
in Alkohol mit in Lésung gegangen waren, werden auf diese 
Weise sicher entfernt. Dann wird das so umgefallte Himocuprin 
in etwas Normalnatronlauge gelést. Aus der vollstiindig klaren 
Liésung wird es durch Versetzen mit 1°/,iger Essigsiure wieder 
abgeschieden, erst ausgeschleudert, dann mit Alkohol behandelt 
und abgenutscht. Nach 2maligem Wiederholen der gesamten 
Umscheidung iindern sich die Analysendaten nicht mehr. Wenn 
auch noch keine unbedingte Gewiihr fiir Reinheit des Himo- 
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cuprins gegeben ist, da es bis jetzt noch nicht krystallisiert er- 
halten werden konnte, so sprechen doch die bei verschiedenen 
Priiparaten stets iibereinstimmenden Analysenwerte fiir gribBte 
Reinheit. Die Ausbeute an umgeschiedenen Hiimocuprin betriigt 
etwa 60 °/,. 


Eigenschaften des Hamocuprins. 


Haimocuprin ist in allen indifferenten organischen Liésungs- 
mitteln unléslich. In Wasser list es sich wenig. Von Pyridin 
und konzentriertem Ammoniak wird es mit griiner Farbe geldst. 
Alkalien lésen mit roter Farbe. Schwache Siiuren lésen es nicht 
auf, dagegen stiirkere Sauren, wobei aber das Kupfer aus dem 
Molekiil herausgenommen wird. Bei schwach saurem p,, gibt 
Himocuprin keine Kupferreaktion mit Ferrocyankali. Das Kupfer 
ist komplex gebunden. Bei stirkerem Siurezusatz tritt die 
Kupferreaktion auf. Interessanterweise list Cyankalilésung das 
Hamocuprin auf, die erst griine Lésung wird allmihlich vollig 
entfirbt. Durch Zusatz von EKssigsiure fallt aus dieser Cyan- 
kalilésung eine farblose Substanz aus, die kein Kupfer melr 
enthilt. Es sei bemerkt, daB Cyankali auch Oxy-Himocyanin- 
lésungen vollkommen entfarbt. 


Analyse.’) 


Es wurden Priiparate von verschiedenen Darstellungen, die 
im Vakuum iiber Schwefelsiiure getrocknet worden waren, analy- 
siert, Es ergaben sich folgende Resultate. 


C-H-Bestimmungen. 
I. 1. 6,365 mg Substanz gaben 4,00 mg H,O, 10,46 mg CO,. 


Gef. H 7,03 "le C 44,83 aD 
2. 5,724 mg Substanz gaben 3,63 mg H,O, 9,46 mg COQ,. 
Gef. H 7,10°/, C 45,07 °/, 


II. 9,798 mg Substanz gaben 6,02 mg IH,O, 16,14 mg CO,,. 
Get. H 6,88 °), C 44,80 °/, 


IIf. 8,891 mg Substanz gaben 5,54 mg H,O, 14,85 mg CQ,. 
Gef. H 6,98 9/, C 45,43 °/, 





1) Die Mikroanalysen wurden von Herrn Dr. H. Mayer, Chemisches 


Universitiitslaboratorium Freiburg i. Br., durchgefiihrt. 
16” 
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N-Bestimmungen. 

I, 1. 6,288 mg Substanz gaben 0,713 ecm N, (731 mm, 24°). 
Gef. N 12,54 °/, 

. 6,480 mg Substanz gaben 0,730 ccm N, (731 mm, 24°). 
Gef. N 12,45 °%/, 

II. 1. 7,800 mg Substanz gaben 0,902 ccm N, (729 mm, 19°). 
Gef. N 12,72 °/, 

2. 6,945 mg Substanz gaben 0,805 ccm N, (729 mm, 19%). 
Gef. N 12,75 °%/, 

III. 6,052 mg Substanz gaben 0,693 ecm N, (737 mm, 22°). 
Gef. N 12,47 °/, 

IV. 0,0212 g Substanz verbrauchten 1,95 cem n/10-HCl (Kjeldah)). 

Gef. N 12,87 °/, 


no 


Cu-Bestimmungen. 
I. 7,534 mg Substanz gaben 0,578 mg CuO. 
Gef. Cu 6,13 °/, 
II. 5,804 mg Substanz gaben 0,470 mg CuO. 
Gef. Cu 6,46 °/, 
III. 8,963 mg Substanz gaben 0,699 mg CuO. 
Gef. Cu 6,23 °/, 
Aus diesen Befunden ergeben sich also als Mittelwerte fiir die Zu- 
sammensetzung des Hiimocuprins: 
C 45,049, H6,99% N12,58% Cu 627%, 
Phosphor und Schwefel enthilt das Himocuprin nicht. 


Spektroskopische Untersuchung. 
0,2 g Hiimocuprin wurden in 5ecm 1 °/,igem Soda gelést. Im Gitter- 
meBspektroskop von Léwe-Schumm wurde gefunden: 
I. 504—478; Endabsorption ab 450. 
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Die griine Pyridinlésung zeigte auBer dem Streifen I verstirkte End- 
absorption sowohl im Rot wie im Violett. 


Elektrometrische Titration. 


Eine Lésung von Hiimocuprin in iberschiissiger n/10-Natronlauge 
wurde mit n/10-Salzsiiure zuriicktitriert. Nach der Methode von Michaelis 
wurde die Anderung des py elektrometrisch gemessen. Als Elektroden 
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dienten Platinwasserstoffelektroden, von denen die eine in eine Standard- 
acetatlésung von py = 4,61, die andere in die Titrationsfliissigkeit tauchte, 
die sich in einer Schale befand. Besser als die von Michaelis empfohlene 
Glockenelektrode bewihrte sich eine mit enger Offnung endende Elektrode. 
Um eine rasche Einstellung zu erzielen, wurde darauf geachtet, daB der 
Platindraht, der eben aus der Offnung herausragte, stets nur wenig in die 
Titrationsfliissigkeit eintauchte. 


Tabelle I. 
(Kurve I der Figur.) 
0,0659 g Substanz wurden in 4,00 cem n/10-NaOH gelést. (Temp. 25°.) 


























Verbrauch Verbrauch 
an ccm Millivolt Pu an ccm Millivolt Pu 
n/10-HCl n/10-HCl 
0,00 430 11,77 2,90 160 1,21 
0,50 420 11,61 2.95 155 7,19 
0,75 412 11,47 3,05 150 7,17 
1,00 400 11,27 4,20 144 7,01 
1,20 385 11,06 3,35 123 6,66 
1,50 354 10,51 3,50 112 6,47 
1,60 343 10,32 3,65 95 6,19 
1,70 340 10,27 3,80 82 5,97 
1,80 332 10,14 3,90 80 5,94 
2,00 324 10,01 4,00 72 5,81 
2,20 297 9,56 4,30 10 4,77 
2,40 227 8,39 4,50 ~ 4,08 
2,60 199 7,93 5,00 — 83 3,23 
2,70 185 7,69 6,00 —125 2,53 
2,80 161 7,29 


0,0659 g Substanz verbrauchten also 2,5 cem n/10-NaOH. Da die 
Substanz 6,1°/, Cu enthilt, kommen auf 1 Cu 
63,6. 2,5 
00,0659 - 6,1 - 100 
0,1117 g Substanz verbrauchten 4,40 ccm n/10-NaOQH. Wie oben er- 
geben sich fiir 1 Cu 
63,6 + 4,4 
0,1117 - 6,1 + 100 


= 3,95 Aquivalente NaOH. 








= 4,10 Aquivalente NaOH. 


Bestimmung des Aminostickstoffs. 
A. Im Hamocuprin. 


0,0319 g Hamocuprin wurden in 1 ccm n-Natronlauge gelést. Die 
Lésung wurde quantitativ in den v. Slykeapparat tibergefiihrt. Es fand 
keine Entwicklung von Stickstoff statt. 
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Tabelle II. 
(Kurve II der Figur.) 


0,1117 g Substanz wurden in 7,00 cem n/10-NaOH gelést. (Temp. 25°.) 























Verbrauch Verbrauch 

an ccm Millivolt Pu an ecm Millivolt Pi 

n/10-HCl n/10-HCl 
0,00 431 11,79 4,95 166 7,37 
1,10 420 11,61 2,00 158 1,24 
1.50 406 11,37 5,15 155 7,19 
2,15 STE 10,82 5,30 153 7,15 
2.30 365 10,69 5,40 148 7,09 
2.50 356 10,54 5,50 142 6,99 
2,60 353 10,49 5,60 130 6,84 
2,70 350 10,44 5,75 122 6,64 
2,80 344 10,34 5,90 108 6,41 
2,90 340 10,27 6,00 99 6,26 
3,00 335 10,19 6,10 90 6,11 
3,10 331 10,17 6,20 86 6,07 
3,20 32 9,94 6,40 80 5,94 
3,35 314 9,84 6,65 76 5,87 
8,45 309 9,76 6,90 73 5,83 
3,70 279 9,26 7,00 67 5,71 
3,90 232 8,47 7,25 28 5,07 
4,15 212 8,14 7,50 — 22 4,25 
4,40 186 7,71 8,00 — %6 3,35 
4,60 182 7,64 9.00 — 116 2.68 
4,80 168 7,41 


B. Nach Hydrolyse durch Salzsiure. 


0,0254 ¢ Himocuprin wurden in einem kleinen Réhrehen, das mit 
cinem Kiihlrohr versehen war, mit 1 cem konzentrierter Salzsiure versetzt 
und 8 Stunden im siedenden Wasserbad gelassen. Die Lésung ergab nach 
v. Slyke 2,51 ecm (765 mm, 27°) = 2,81 ng NH,-N. Das sind 11,0 °/, 
Aminostickstoff (95°, des Gesamtstickstofts). 


C. Nach Hydrolyse durch Alkali. 


0,0124 g Himocuprin wurden in 1 cem 33 °/,iger NaOH gelést und in 
derselben Weise wie bei der Salzsiiurespaltung 8 Stunden auf dem Wasser- 
bad erhitzt. Sie gaben 0,34 ecem (763 mm, 25°) = 0,88 mg NH,-N. Das 
sind 3,0 °/, Aiinostickstoff (24°), des Gesamtstickstoffs). 
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Zusammenfassung. 


1. Das in der vorliegenden Arbeit untersuchte Himocyanin 
von Octopus vulgaris ist zusammengesetzt aus einem Eiweib- 
anteil und einer das Kupfer bindenden Komponente, die beim 
Abbau mit Normalalkali als eine ,Hiimocuprin“ genannte Ver- 
bindung gewonnen wird. 

2. Durch den Alkaliabbau wird iiber eine noch ungeklirte 
griine Form das Natriumsalz des Hiimocuprins erhalten, dessen 
Siureion weinrot gefirbt ist. Hieraus wird durch Einwirkung 
schwacher Siuren das undissoziierte griine Hiimocuprin in Frei- 
heit gesetzt. 

3. Die Elementaranalyse des Himocuprins hat ergeben: 
C 45,04°/,, H 6,99°/,, N 12,58°/,, Cu 6,27°/,. Himocuprin hat 
aliphatischen Charakter. Das Kupfer ist in ihm komplex ge- 
bunden. Freier Aminostickstoff ist nicht enthalten. Durch Ein- 
wirkung starker Basen werden 24°/, des Gesamtstickstofis, durch 
EKinwirkung konzentrierter Siiure 95°/, des Gesamtstickstoffs in 
freien Aminostickstoff iibergefiihrt. 

4, Hiimocuprin ist, vorausgesetzt daB 1 Molekiil 1 Atom Cu 
enthilt, eine Tetracarbonsiure. Da es aber nur in 2 Stufen 
dissoziiert, deren Dissoziationskonstanten rund 4-107‘ und 8-107?° 
sind, miissen je 2 Carboxylgruppen als gleichstufig betrachtet 
werden. 

5. Das Spektrum des quartiren Natriumsalzes des Himo- 
cuprins in wiBriger Lisung zeigt einen Streifen im Griin und 
eine Endabsorption im Violett. 

6. Der als ,,Biuretreaktion“ bezeichnete Farbumschlag des 
Oxyhimocyanins durch Alkali- oder Fermenteinwirkung berult 
auf der Bildung von Séureionen des Himocuprins oder eiweil- 
haltiger Derivate des Hamocuprins. 
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Untersuchungen iiber die Gallensduren. 
XXXII Mitteilung. 


Die Bromierung von Dehydrocholsiure und von Dehydro- 
desoxycholsaure. 


Von 


Heinrich Wieland und Takami Noguchi. 


(Aus dem chem. Laboratorium der Bayr. Akademie der Wissenschaften zu Mtinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6, Dezember 1930.) 


Wie bereits berichtet, ist die Bromierung verschiedener Keto- 
derivate der Gallensiurereihe in Angriff genommen worden, in 
der Absicht, in deren Abbau neue Hilfsmittel fiir die Aufgabe 
der Konstitutionsermittlung zu finden. Wir bringen hier einige 
Ergebnisse, die bei der Untersuchung der beiden einfachsten Keto- 
siiuren erhalten worden sind. 

Die erste Angabe, die in der Literatur iiber Bromierung von 
Gallensiiuren zu finden ist, riihrt von K. Landsteiner!) her, der 
im Jabre 1894 eine Monobrom-dehydrocholsiure beschreibt, die 
er in nicht ganz reinem Zustand durch Bromierung in Eisessig 
gewonnen hat. Spiiter hat B.C. P. Jansen?) diese Verbindung 
griindlicher untersucht. 

Wir setzten uns anfangs zum Ziel, die beiden Ketosiiuren 
erschépfend zu bromieren, dann alles Brom hydrolytisch abzu- 
spalten und von da aus den oxydativen Abbau vorzunebmen. Man 
hatte erwartet, daB es leicht méglich sein werde, alle «-Stellungen 
zu den Carbonylen durch Brom zu substituieren, machte aber 
bald die Erfahrung, daB dies keineswegs der Fail ist. In der 
Dehydrocholsiiure lassen sich héchstens 5, in der Dehydro-des- 
oxycholsiiure deren 3 durch Brom ersetzen. 


1) Diese Z. 19, 285 (1894). 
*) Diese Z $2, 326 (1912). 
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Das Formelbild der Dehydrocholsiiure (I) mit den 5 den 
Carbonylen benachbarten Methylengruppen 2, 4, 6, 8, 13 wiirde 
dem Befund der Maximalsubstitution gut Rechnung tragen, wenn 
man nicht bei der Bromierung der Desoxybiliansiiure (II) als 
Produkt der energischen, praktisch erschépfenden Reaktion, 
die 6,6-Dibrom-desoxybiliansiure erhalten hiitte.') Obwohl also 
hier die CH,-Gruppe in 8 frei ist, kann sie nicht zur Umsetzung 
mit Brom gebracht werden, ein Hinweis darauf, daB die Brom- 
substitution keineswegs so durchsichtig verliuft, wie man bei Be- 
trachtung der Strukturformel erwarten konnte. Es 1iBt sich also 
iiber die Verteilung der Bromatome in den maximal substituierten 
Ketosiuren vorliufig nichts Bestimmtes aussagen. Wahrscheinlich 
ist, daf Ring I, der stets als der reaktionsfihigste hervortritt, 
vor allen anderen substituiert wird. Im Kinklang damit erfolgt 
der EKintritt von Brom immer mit groBer Leichtigkeit, wenn Ring | 
noch erhalten ist; die Ketosiuren mit gedffnetem Ring I be- 
diirfen zur Bromierung in allen Fillen, die hier untersucht sind, 
intensiverer Bedingungen. So wird Dehydrocholsiiure schon in 
der Kalte rasch durch 1 Mol. Brom in eine Mono-, durch 2 Mol. 
in eine Dibrom-dehydrosiure iibergefiihrt. Wie bereits Jansen 
beobachtet hat, kommt die Reaktion zuerst langsam in Gang, so- 
bald sich aber HBr gebildet hat, geht sie autokatalytisch mit groBer 
Geschwindigkeit weiter. Dasselbe gilt fiir Dehydro-desoxycholsiure. 

Eine isomere Dibrom-dehydrocholsiiure erhilt man bei der 
Bromierung der Triketosiure bei erhéhter Temperatur und mit 
einem Uberschu8 von Brom. Dieses widersinnig erscheinende 
Ergebnis erklirt sich aus der Beobachtung, dab die héher bro- 
mierten Siuren in der Hitze durch den in der Lésung vor- 
handenen Bromwasserstoff zum ‘Teil wieder entbromt werden. 
Diese Reaktion lieB sich mehrfach bei bromierten Ketosiiuren 
feststellen. Wenn man ihre LEisessiglésung bei Gegenwart von 





1) Diese Zs. 194, im Druck. 
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Bromwasserstoff erhitzt, so tritt bald Brom auf und man kann 
nach einiger Zeit aus der Lisung die bromfreie Siure isolieren, 
Die Entbromung verliuft nach folgender Gleichung: 


—CO—CHBr— + HBr —-> —CO—CH,— + Br,. 


Durch die Gegenreaktion gestalten sich die Verhiltnisse bei 
der Bromierung ziemlich verwickelt. In reinem Zustand ist eine 
Tetrabrom-dehydrocholsiiure dargestellt worden, eine gleich- 
zeitig entstehende Tribromsiure hat sich noch nicht von héher 
bromierten Begleitern vollstiindig befreien lassen. Auch die ge- 
wonnene Pentabromsiure ist noch nicht einheitlich. 

Die Bromierung der Dehydro-desoxycholsiure verliuft wie 
die der Triketosiiure. Die Abtrennung der einzelnen Produkte 
voneinander bereitet gréBere Schwierigkeiten als dort. Mehr als 
8 Atome Brom lieBen sich nicht einfiihren. Die tribromierte 
Siure tritt in zwei wohl strukturisomeren Formen auf. Bei einer 
dibromierten Siiure ist die endgiiltige Reinigung noch nicht 
erreicht. 

Die bromierten Siiuren spalten unter der EKinwirkung von 
Alkalien ihr Brom mehr oder weniger leicht als Br’ wieder ab. 
Was bei dieser Reaktion besonders auffillt, das ist die intensive 
Rotfirbung, die in der alkalischen Lésung auftritt. Den roten 
Alkalisalzen liegen hellgelbe Siiuren zugrunde, die schwer zu 
reinigen sind. Wir kénnen nicht sagen, ob hier Kondensation 
zwischen 2 Molekeln eintritt oder ob — was viel interessanter 
wiire — die Veriinderung sich in einer Molekel vollzieht. Schon 
von der Dibrom-dehydrocholsiiure aus gelangt man zu solchen 
tiefgefiirbten Salzen, die kein Brom mehr enthalten. 

Vorerst haben wir uns bemiiht, die hydrolytische Abspaltung 
des Broms unter Vermeidung dieser farbigen Derivate durch- 
zufiibren. Dies gelingt ohne Schwierigkeit bei der Monobrom- 
dehydrocholsiiure, die sich mit guter Ausbeute in die zugehérige 
Oxy-dehydrosiiure verwandeln 1liBt. Die OH-Gruppe wird 
wohl an C, oder C, stehen, wofiir der Nachweis noch erbracht 
werden soll. Versucht man, die Dibrom-dehydrocholsiure mit 
Alkali zu entbromen, so findet man, daB ein Atom Brom sehr 
rasch, das zweite aber langsamer abgelést wird. Auch unter 
den gelindesten Bedingungen gelangt man hier schon zu farbigen 
Reaktionsprodukten. Immerhin hat sich das erste Ziel der Unter- 
suchung erreichen lassen, indem von den drei erwarteten brom- 
freien Siuren zwei, wenn auch noch in unbefriedigender Ausbeute, 
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gewonnen wurden. Ks sind dies eine Dioxy-triketo-cholan- 
siure CU,,H,,O, und eine ungesittigte Oxysiure (Oxy-triketo- 


cholensaure) C,,H,,0,,. 


Monobrom-dehydrocholsaure. 


4 ¢ reine Dehydrocholsiiure werden in 80 ccm Kisessig ge- 
lést. Dazu liBt man bei etwa 15° 4,8 cem einer 4 n-Brom—Kis- 
essiglésung langsam hinzutropfen. Die Reaktion setzt erst nach 
einigen Minuten ein, geht aber dann rasch zu Ende. Die Lisung 
wird nun alsbald im Vakuum eingedampft, der krystallisierte 
Riickstand mit wenig Hisessig digeriert, abgesaugt (4,8 g) und aus 
heibem Eisessig umkrystallisiert. BiischelfOrmig angeordnete 
Nadeln vom Schmelzp. 182 —183° (unter Zersetzung und schwacher 
Rotfirbung), Die Krystalle enthalten 1/, Mol. Kssigsiiure, das 
bei 120° im Vakuum entfernt wird. 


3,433 mg Substanz verloren 0,187 ing. 
1/,CH,CO,H Ber. 5,87 °/, Gef. 5,43°/,. 
4,990 mg (i. V. bei 120° getrocknete) Substanz gaben 10,990 mg CQO,, 
3,130 mg H,0O. 
3,226 mg Substanz gaben 0,521 mg Br. 
C,,H,,0;Br (481) Ber. C 59,85 °/, H 6,91 °, Br 16,61 °), 
Gef. ,, 60,07 108 55 16,15 


Aus Alkohol krystallisiert die bromierte Siure, wie schon 
Landsteiner und Jansen angeben, in kleinen Oktaedern, die 
sich beim Umlésen aus Kisessig wieder in die prismatischen 
Nadeln zuriickverwandeln. 


Brom-dehydrocholsaure-athylester. 


Die Bromierung wird genau ebenso wie bei der Séure vor- 
genommen. Der bromierte Ester wurde aus Alkohol zu schénen 
Oktaederchen vom Schmelzp. 192° (unter Zersetzung) umkrystalli- 
siert. Schwer léslich in Chloroform, Aceton, Essigester. 

3,221, 5,881 mg (i. V. bei 110° getr.) Substanz gaben 7,190, 12,020 mg 
CO,, 2,110, 8,47 mg H,0. 

8,680 mg Substanz gaben 0,596 mg Br. 

C.,H,,0,Br (509) Ber. C 61,27°/, nm 732", Br 15,69 %, 
Gef. ,, 60,88, 60,92°,  ,, 1,83, 7,22°/, ,», 16,19 
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Oxy-dehydrocholsaure. 


Man lést 1 g Monobrom-dehydrocholsiure unter Reiben mit 
dem Glasstab in 60 ccm kalter n/10-Kalilauge. Nach 3/, Stunde 
wird die schwach gelb gefiirbte Lésung mit verdiinnter Salzsiure 
eben kongosauer gemacht. Die bald zu Nadeln krystallisierende 
Siure, die herauskommt (0,7 g) ist vollkommen bromfrei und wird 
aus 30°/,iger Essigsiiure umkrystallisiert. Farblose prismatische 
Staibchen vom Schmelzp. 187° (unter Zersetzung). Die Schmelze 
ist bemerkenswerterweise rot gefirbt. Gegen Permanganat in 
Kisessig ist die Verbindung einige Zeit bestindig. 

Die Oxysiiure krystallisiert mit 1 Mol. Wasser, das bei 110° 
im Vakuum abgegeben wird. 


4,311, 3,370 mg Substanz gaben 0,178, 0,141 mg H,O. 


Ber. 4,13 °/, Gef. 4,13, 4,18 / 
3,229 g getr. Substanz gaben 8,140 mg CO,, 2,37 mg H,0. 
C,,H,,0, (418) Ber. C 68,86 °/, H 8,19 °/, 
Gef. ,, 68,75 5, 8,21 
Titration: 0,2914 g Substanz, in Alkohol, brauchten 6,9 cem n/10-KOH. 
Aquivalent: Ber. 418 Gef. 422 


a-Dibrom-dehydrocholsaure. 


Wir bezeichnen als @-Siure das durch Bromierung in der 
Kilte zu gewinnende Derivat der Dehydrocholsiure. 

4 g¢ Dehydrocholsiiure werden, in 60 ccm Hisessig gelést, der 
Bromierung mit 10,2 ccm einer 4n-Brom—Hisessiglésung bei 
15—20° unterworfen. Das Zutropfen der Bromlésung muB in 
dem Mage erfolgen, als das Reagens verbraucht wird, da andern- 
falls Uberbromierung stattfindet. Die nach einem Tage aus- 
krystallisierte Dibromsiiure wird abgesaugt (4.6 g; aus der Mutter- 
lauge lassen sich durch Kindampfen im Vakuum weitere 0,8 g 
gewinnen) und aus der 16fachen Menge siedenden Eisessigs um- 
krystallisiert. Schmelzp. 200° (unter Zersetzung und Dunkelrot- 
firbung). 

Die Dibromsiiure enthilt 1 Mol. Essigsiure so fest gebunden, 
daB seine Ablésung Temperaturen erfordert, bei der die Substanz 
sich zu zersetzen beginnt. Bei 100° im Vakuum wird noch kein 
Gewichtsverlust festgestellt. 


4,810 mg Substanz gaben 8,910 mg CO,, 2,580 mg H,0. 
3,139 ng ™ » 0,807 mg Br. 
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C,,H,,0,Br,-CH,+CO,H (620) 


Ber. C 50,34 °/, H 5,85 °/, Br 25,78 °/, 
Gef.  ,, 50,52 ,» 6,00 »» 25,71 
Krystallisiert man die Siiure aus Aceton—Ather um — in 


Ather allein ist sie sehr schwer léslich —, erhilt man Nadel- 
biischel vom Zersetzungsp. 174% In ihnen ist 1/, Mol. Ather 
ebenso fest gebunden, wie oben die Hssigsiiure. 


4,519 mg (i. V. bei 60° getr.) Substanz gaben 2,80 mg AgBr. 
C,,H,0, Br,: '/,C,H,,O Ber. Br 26,77 °/, Gef. Br 26,37 °/, 


Aus Alkohol erhielt man schief abgeschnittene Blittchen 
vom Zersetzungsp. 206°, die 1 Mol. Alkohol in sehr fester Bindung 
enthalten. 

4,889 mg (i. V. bei 60° getrocknete) Substanz gaben 9,215 mg CO,, 
2,71 mg H,O. 

3,332 mg Substanz gaben 0,876 mg Br. 

C,,H;,0,Br,-C,H,OH (606) 
Ber. C 51,51 °/, H 6,32 °/, Br 26,39 °/, 
Gef. ,, 51,41 » 6,20 26,29 


Spaltung von «-Dibrom-dehydrocholsaure mit Kalilauge. 
Dioxy-dehydrocho)]saure. 


2 g (essigsiurehaltige) Dibrom-dehydrocholsiure wurden in 
25 ccm n/2-KOH unter Schiitteln und Reiben zur Lésung ge- 
bracht. Zur schwach gelbroten Lisung fiigte man noch 5 ccm 
der gleichen Lauge und lieB iiber Nacht stehen. Dann setzte 
man zu dieser Lésung vorsichtig Bleiacetatlisung hinzu, solange 
ein rotes Bleisalz ausfiel. Das rote Bleisalz wurde abfiltriert 
und mehrmals mit Wasser gewaschen. Aus ihm lieB sich nichts 
Brauchbares isolieren. Das hellgelbe Filtrat wurde mit n/10- 
Salpetersiure schwach kongosauer gemacht. Die ganze wiBrige 
Mutterlauge wurde im Extraktionsapparat mit Ather extrahiert. 
Die aus dem Ather herausgekommene, teils krystallisierte, teils 
schmierige Substanz wurde in der Kilte mit wenig 30°/,iger 
Essigsiure bis zur Liésung digeriert, von einer geringen krystal- 
linen Ausscheidung wurde abgesaugt, hierauf schiittelte man das 
klare Filtrat mehrfach mit Ather aus. In den ersten gelbgefiirbten 
Auszug gehen Schmieren. Die folgenden Atherausziige sind farblos 
und lassen nach eintaigigem Stehen schéne Nadelrosetten aus- 
krystallisieren. Der Schmelzpunkt dieser Siure liegt bei 198° 
(unter starkem Aufschiumen und Rotfirbung). 
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Im Vakuum bei 110° getrocknet erfuhr die Substanz einen 
Grewichtsverlust, der etwa 1 Mol Krystallither entspricht (12,84°/, 
statt 14,57°/)). 

4,312 mg Substanz gaben 10,500 mg CO,, 3,02 mg H,O. 

C,,H,,O, (434) Ber. C 66,32°/, H 7,89°/, 
Gef. ,, 66,41 »» 104 

Nachdem durch das Ausithern Schmieren und ein Teil 
der Kssigsiiure weggenommen waren, kam es in der wiaBrigen 
Lésung zur spontanen Krystallisation. Die abgesaugten Krystalle 
wurden zuerst aus 60°/, iger, dann nochmals aus 30°/, iger Essigsiiure 
umkrystallisiert. Schmelzp. 212—213° (unter den gleichen Er- 
scheinungen wie oben). 

Beim Trocknen im Vakuum bei 110° verlor das Priiparat 
nichts an Gewicht. 


2,440 mg Substanz gaben 5,940 mg CO,, 1,76 mg H,O. 


C,,H4,0, (434) Ber. C 66,32°/, H 7,89°/, 

Gef. », 66,39 », 8,07 
Ob die beiden Priiparate die gleiche Dioxy-triketocholan- 
siiure darstellen — was sehr wahrscheinlich ist — kénnen wir 


nicht sicher sagen. Gegen Permanganat in Eisessig verhalt sich 
die Siiure auch gesittigt. 


Entbromierung vona-Dibrom-dehydrocholsaure mit Bariumhydroxyd. 


10 g (essigsiiurehaltige) Dibromsiiure wurden in 205 ccm 
kalten 0,315 n-Ba(OH), unter Schiitteln und Reiben zum gréBten 
Teil in Lésung gebracht. Zu der schwach gelbroten Lésung fiigte 
man noch 61 ccm der gleichen Baryt-Lésung und lieB 1 Stunde 
lang ohne Erwirmung stehen. Man filtrierte von wenig unlis- 
lichem Bariumsalz ab, machte darauf die filtrierte Lésung mit 
n-Salzsiiure schwach kongosauer und saugte den ausgefillten 
schwach gelben, flockigen Niederschlag ab. 

Die getrocknete Substanz (4,8 g) wurde aus der Extraktions- 
hiilse mit Ather extrahiert, wobei man nach einigen Stunden den 
Ather erneuerte. 

Aus der ersten Extraktfliissigkeit krystallisieren nach einiger 
Zeit scheinbar einheitliche farblose Warzen aus, die nach zwei- 
maliger Krystallisation aus 30°/, iger Essigsiure den Schmelzp.210° 
(Zersetzung und Rotfirbung) beibehalten. Diese Siure ist gegen 
Permanganat stark ungesiittigt, in Alkalien list sie sich ohne Farbung. 
Der Analyse nach (C = 67,64, H = 7,72) ist die Substanz nicht 
einheitlich. 
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Man setzt die Extraktion mit neuem Ather 15 Stunden lang 
fort; dabei gehen neben schmierigen Siuren noch weitere Mengen 
der Siure vom Schmelzp. 210° in Lésung sowie die ersten An- 
teile der sehr schwer in Ather léslichen Oxy-triketo-cholen- 
siure, die aus dem unldslichen Riickstand rein zu gewinnen ist. 
Dieser Riickstand wurde zuerst aus 60°/,iger Kssigsiiure, hierauf 
noch zweimal aus wenig Eisessig umkrystallisiert. Farblose zu 
Rosetten angeordnete Nadeln vom Schmelzp. 257° (Zersetzung 
und Rotfarbung). 

Die Saiure enthilt '/, Mol Essigsiure fest gebunden, das erst 
beim Trocknen bei 110° im Vakuum ganz abgegeben wird. 

2,671, 2,380 mg Substanz (getr.) gaben 6,770, 6,025 mg CQO,, 1,88, 
1,65 mg H,0. 

C,,H,,0, (416) Ber. C 69,19°/, H 7,75°/, 

Gef. ,, 69,13, 69,04 », 1,88, 7,76 

Diese Siure ist gegen Permanganat ebenfalls stark ungesiittigt 

und list sich ohne Fiarbung in Alkalien. 


(-Dibrom-dehydrocholsaure. 


5 g Dehydrocholsiiure wurden in 30 ccm Hisessig gelist, dazu 
lieB man im Verlauf von 10 Minuten 3,8 ccm Brom aus der Biirette 
zulaufen. Die Lésung wurde in einem Glasschliffkolben unter 
Riickflu8 5 Stunden lang auf 50—55°, dann noch 3 Stunden auf 
60—65° erhitzt. Nach dieser Zeit krystallisierte die Dibrom- 
siure in feinen Nadeln aus. Nach dem Stehenlassen iiber Nacht 
wurde abgesaugt und mit wenig EKisessig, dann mit Ather ge- 
waschen. Ausbeute 3,2 g. Das schwer lésliche Produkt wurde 
zur Analyse 2mal aus heiBem HKisessig umkrystallisiert. Feine 
Nadeln vom Schmelzp. 265—266° (unter Zersetzung und Dunkel- 
rotfiirbung). Die #-Siure ist in den gebriuchlichen Mitteln 
schwerer léslich als die «-Verbindung. Wie diese hilt sie 1 Mol 
Essigsiure sehr fest gebunden, das erst bei 150° im Vakuum 
ganz abgegeben wird. 

4,673 mg Substanz gaben 0,453 mg ab. 

Fir 1 Mol. CH,-CO,H Ber. 9,68°/,  Gef. 9,69, 

Bei 60° tritt kein Gewichtsverlust ein. 

4,451, 3,475, 4,940 mg Substanz gaben 8,260, 6,420, 9,125 mg CO,, 
2,180, 1,740, 2,440 mg H,O. 3,375 mg Substanz gaben 0,865 mg Br. 

C,,H,,0,;Br,:CH,-CO,H (620) 
Ber. C 50,31 °/, H 5,85 °/, Br 25,78 °/, 
Gef. ,, 50,61, 50,39, 50,38 °/, »» 5,48, 5,60, 5,53 °/, 9» 20,63 
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4,880 mg (i. V. bei 150° getr.) Substanz gaben 9,290mg CO,, 2,40 mg H,0. 

2,898 mg Substanz gaben 0,812 mg Br. 

C,,H,,0,Br, (560) Ber. C 51,42 °), H 5,76 °/, Br 28,54 °/, 
Gef. ,, 51,92 » 5,50 » 20,02 


Tetrabrom-dehydrocholsaure. 


10g Dehydrocholsiiure werden in 60 ccm Eisessig gelist und 
bei etwa 15° mit Brom, das man aus einer Biirette molweise (je 
1,2 ccm) zutropfen laBt, in Reaktion gebracht. Unter den bereits 
geschilderten Erscheinungen wird das erste Mol verbraucht, ebenso 
das zweite, etwas langsamer verschwinden das dritte und vierte; 
wenn 5 Mol hinzugefiigt sind, bleibt unveriindertes Brom in der 
Lisung. Die Temperatur laBt man nicht iiber 30° steigen. 

Nach 6stiindigem Stehen wird die Liésung in SO,-haltiges 
Wasser eingegossen, den schwach gelben Niederschlag saugt man 
ab, wiischt ihn mehrere Male mit Wasser und trocknet ihn. Seine 
Menge betriigt 17—19 g. Das Rohprodukt wird nun mit 50 ccm 
absol. Ather digeriert, vom Ather abgesaugt und in 30—40 ccm 
kalten Essigester gelist. Meist kommt es schon wihrend dieser 
Prozedur zur krystallinen Ausscheidung der rohen Tetrabromsiure 
(7—9 g). Man kocht nun das Produkt zweimal mit wenig Essig- 
ester aus, extrahiert die verbleibenden 4,7 g aus der Hiilse mit 
Ather und krystallisiert das Ungeliste aus Aceton um. Farblose 
Stiibchen. Ausbeute etwa 3 g reiner ‘l’etrabrom-dehydrocholsiiure 
vom Schmelzp. 213° (u. tiefer Schwarzfirbung). Die Siure ist in 
Ather und Petroliither unléslich, sehr schwer léslich in Alkohol, 
Kisessig, Benzol, Chloroform, schwer in Essigester. Sie bindet 
kein Lésungsmittel. 

4,888, 4,962 mg (i. V. bei 60° getr.) Substanz gaben 17,285, 7,330 mg CO,, 
1,79, 1,86 mg H,O. 

8,283, 3,143 mg Substanz gaben 1,455, 1,402 mg Br. 

C,,H;,,0;Br (718) Ber. C 40,12°/, H 4,21°/, Br 44,53°/, 

Gef. ,, 40,65, 40,29 ,, 4,10, 4,19 ,, 44,32, 44,61 

In der Essigester-Mutterlauge von der Isolierung der Tetrabromsiure 
traf man eine tribromierte Siiure an, die aber nicht rein erhalten wurde. 
Nach dem Abdunsten des Essigesters blieb ein rotbraunes Harz, das mit 
viel Ather durchgearbeitet und noch lingere Zeit unter diesem Lésungs- 
mittel stehengelassen wurde. Es blieben 3 g ungeldst, die noch mit Essig- 
ester digeriert und dann zweimal aus Aceton umkrystallisiert wurden. Farb- 
lose Prismen vom Zersetzungsp. 202—203°. 


5,142 mg Substanz gaben 8,215 mg CO,, 2,17 mg H,O. 
8,086, 5,533 mg Substanz gaben 1,226 mg Br, 5,160 mg AgBr. 
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C,,H,;,0,Br, (639) Ber. C 45,06°/, H 4,89°/, Br 87,52°/, 


Gef.  ,, 43,57 4,72 5, 39,738, 39,69 


. 
* 


Nach der Analyse liegt ein Gemisch von */,-Tri- und ',-Tetrabrom- 
siiure vor, dessen Sehmelzpunkt sich beim Umkrystallisieren aus Kisessig 
zwar kaum erhéhte (203°), das aber nach dieser Operation in der Zusammen- 
setzung der Tetrabromsiiure weit niiher kam (© 41,88, H 4,61, Br 48,42). 
Ks ist miglich, daB die vorliegende Tetrabrom-dehydrocholsiiure mit der als 
Hauptprodukt erhaltenen nicht identisch ist. 


Pentabrom-dehydrocholsaure. 


Auch diese Siiure ist nicht rein gewonnen worden. Wir berichten 
iiber sie nur deshalb, weil sie die oberste erreichte Stufe der Bromsubstitution 
bildet. 

2 g Dehydrocholsiiure wurden, in 40 cem Lisessig gelést, mit 6,4 g Brom 
(8 Mol), die man tropfenweise zufiigte, zusammengebracht. Die Reaktion 
kam bei Raumtemperatur langsam in Gang. Erst nach 24 Stunden war 
erhebliche HBr-Entwicklung zu sehen. Nach 8 ‘Tagen fiillte man die bro- 
mierten Siiuren durch Kingiefen in mit Eis versetzte schweflige Siure aus 
(trocken 3,8 g). Den trocknen Niederschlag léste man in wenig Kssigester 
und brachte aus dieser Lisung durch vorsichtigen Zusatz von Ather ein 
pulvriges Produkt zur Abscheidung, das man in der erforderlichen Menge 
heiben Essigesters léste. Beim Erkalten kamen zuerst Sehmieren, von denen 
man abfiltrierte. Aus dem Filtrat krystallisierten jetzt gelbe Warzen aus, 
die, zweimal aus Kisessig umkrystallisiert, farblos wurden. Prismen vorn 
Schmelzp. 192° (unter tiefer Schwarzfirbung). 


4,791 mg Substanz gaben 6,550 mg CO,, 1,610 mg H,0. 


$,215 mg - ™ 1,530 mg Br. 
C,,H,,0;Br, (797) Ber. C 36,14°/,  H 3,679, Br 50,14), 
Gef. ,, 37,29 3,76 5, 47,60 


Die Bromierung der Dehydro-desoxycholsaure. 

Verbesserte Darstellung von Dehydro-desoxycholsiure. 

35 g reine Desoxycholsiiure (Kisessigverbindung) werden in 
700 ceom Eisessig in der Hitze rasch gelést, dann kiihlt man aul 
16° ab und libt zu der Lésung unter Kinhaltung dieser ‘Tem- 
peratur bei dauerndem Turbinieren in einem 4 Liter-Filtrierstutzen 
die Lésung von 22 g Chromsiure in 20 ccm Wasser + 220 ccin 
Kisessig tropfenweise aus dem Tropftrichter hinzuflieBen, was etwa 
11/, Stunden dauert. Das Riihren wird noch 4 Stunden fortgesetzt, 
hierauf bleibt die LoOsung noch 15 Stunden bei Raumtemperatur. 
Kin etwaiger UberschuB von CrO, wird durch eingetropfte schwetlige 
Siure zerstért. Nun wird die Dehydrosiiure mit 2 Liter Wasser 
ausgefillt, nach dem Absetzen abgesaugt und noch feucht in der 
notigen Menge Sodalésung unter Erwirmen gelost. Das Filtrat 
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4,880 mg (i. V. bei 150° getr.) Substanz gaben 9,290mg CO,, 2,40 mg H,0. 

2,898 mg Substanz gaben 0,812 mg Br. 

C,,H,,0,;Br, (560) Ber. C 51,42, HH 5,76°/, Br 28,54°%, 
Gef. ,, 51,92 5,0 y 28,02 


Tetrabrom-dehydrocholsaure. 


10g Dehydrocholsiiure werden in 60 ccm KHisessig gelést und 
bei etwa 15° mit Brom, das man aus einer Biirette molweise (je 
1,2 ccm) zutropfen laBt, in Reaktion gebracht. Unter den bereits 
geschilderten Erscheinungen wird das erste Mol verbraucht, ebenso 
das zweite, etwas langsamer verschwinden das dritte und vierte; 
wenn 5 Mol hinzugefiigt sind, bleibt unveriindertes Brom in der 
Lésung. Die Temperatur laBt man nicht iiber 30° steigen. 

Nach 6stiindigem Stehen wird die Lésung in SO,-haltiges 
Wasser eingegossen, den schwach gelben Niederschlag saugt man 
ab, wiischt ihn mehrere Male mit Wasser und trocknet ibn. Seine 
Menge betrigt 17—19 g. Das Rohprodukt wird nun mit 50 ccm 
absol. Ather digeriert, vom Ather abgesaugt und in 30—40 ccm 
kalten Essigester gelést. Meist kommt es schon wiihrend dieser 
Prozedur zur krystallinen Ausscheidung der rohen Tetrabromsiure 
(7—9 g). Man kocht nun das Produkt zweimal mit wenig Essig- 
ester aus, extrahiert die verbleibenden 4,7 g aus der Hiilse mit 
Ather und krystallisiert das Ungeléste aus Aceton um. Farblose 
Stiibchen. Ausbeute etwa 3 g reiner 'l'etrabrom-dehydrocholsiiure 
vom Schmelzp. 213° (u. tiefer Schwarzfirbung). Die Siiure ist in 
Ather und Petrolither unléslich, sehr schwer liéslich in Alkohol, 
Kisessig, Benzol, Chloroform, schwer in Essigester. Sie bindet 
kein Lisungsmittel. 

4,888, 4,962 mg (i. V. bei 60° getr.) Substanz gaben 7,285, 7,330 mg CO,, 
1,79, 1,86 mg H,0O. 

8,283, 3,143 mg Substanz gaben 1,455, 1,402 mg Br. 

C,,H,,0;Br (718) Ber. C 40,12°/, H 4,21°/, Br 44,58°/, 

Gef. ,, 40,65, 40,29 ,, 4,10, 4,19 ,, 44,32, 44,61 

In der Essigester-Mutterlauge von der Isolierung der Tetrabromsiure 
traf man eine tribromierte Siiure an, die aber nicht rein erhalten wurde. 
Nach dem Abdunsten des Essigesters blieb ein rotbraunes Harz, das mit 
viel Ather durchgearbeitet und noch lingere Zeit unter diesem Loésungs- 
mittel stehengelassen wurde. Es blieben 3 g ungelést, die noch mit Essig- 
ester digeriert und dann zweimal aus Aceton umkrystallisiert wurden. Farb- 
lose Prismen vom Zersetzungsp. 202— 203°, 


5,142 mg Substanz gaben 8,215 mg CO,, 2,17 mg H,0. 
8,086, 5,533 mg Substanz gaben 1,226 mg Br, 5,160 mg AgBr. 
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Untersuchungen iiber die Gallensiiuren. 


C,,H;,,0;Br, (639) Ber. C 45,06°/, H 4,89°/, Br 37,52°/, 
Gef. 43,57 9» 4,72 5, 39,73, 39,69 
Nach der Analyse liegt ein Gemisch von *,,-Tri- und ',-Tetrabrom- 
siiure vor, dessen Schmelzpunkt sich beim Umkrystallisieren aus Kisessig 
zwar kaum erhéhte (203°), das aber nach dieser Operation in der Zusammen- 
setzung der Tetrabromsiure weit niiher kam (C 41,88, H 4,61, Br 48,42). 
{s ist miglich, daB die vorliegende Tetrabrom-dehydrocholsiiure mit der als 
Hauptprodukt erhaltenen nicht identisch ist. 


” 


Pentabrom-dehydrocholsaure. 


Auch diese Siiure ist nicht rein gewonnen worden. Wir berichten 
iiber sie nur deshalb, weil sie die oberste erreichte Stufe der Bromsubstitution 
bildet. 

2 g Dehydrocholsiiure wurden, in 40 cem Lisessig gelést, mit 6,4 g Brom 
(8 Mol), die man tropfenweise zufiigte, zusammengebracht. Die Reaktion 
kam bei Raumtemperatur langsam in Gang. Erst nach 24 Stunden war 
erhebliche HBr-Entwicklung zu sehen. Naeh 8 Tagen fiillte man die bro- 
mierten Siuren durch LingieSen in mit Eis versetzte schweflige Siiure aus 
(trocken 3,8 g). Den trocknen Niederschlag léste man in wenig Essigester 
und brachte aus dieser Lisung durch vorsichtigen Zusatz yon Ather ein 
pulvriges Produkt zur Abscheidung, das man in der erforderlichen Menge 
heiBen Essigesters léste. Beim Erkalten kamen zuerst Sechmieren, von denen 
inan abfiltrierte. Aus dem Filtrat krystallisierten jetzt gelbe Warzen aus, 
die, zweimal aus Eisessig umkrystallisiert, farblos wurden. Prismen vom 
Schmelzp. 192° (unter tiefer Schwarzfirbung). 


4,791 mg Substanz gaben 6,550 mg CO,, 1,610 mg H,0. 


3,215 mg s ‘ 1,530 mg Br. 
C,,H,,0;Br, (797) Ber. C 36,14°/, H 8,679), Br 50,14°/, 
Gef. ,, 37,29 £38 ., 47.60 


Die Bromierung der Dehydro-desoxycholsaure. 

Verbesserte Darstellung von Dehydro-desoxycholsiure. 

35 g reine Desoxycholsiiure (Kisessigverbindung) werden in 
700 cem Eisessig in der Hitze rasch gelést, dann kiihlt man auf 
1G° ab und libt zu der Lisung unter Kinhaltung dieser em- 
peratur bei dauerndem 'Turbinieren in einem 4 Liter-Filtrierstutzen 
die Lésung von 22 g Chromsiiure in 20 ccm Wasser + 220 ccin 
Kisessig tropfenweise aus dem Tropftrichter hinzuflieBen, was etwa 
11/, Stunden dauert. Das Riihren wird noch 4 Stunden fortgesetzt, 
hierauf bleibt die Léosung noch 15 Stunden bei Raumtemperatur. 
Kin etwaiger UberschuB von C YO, wird durch eingetropfte schweflige 
Siiure zerstért. Nun wird die Dehydrosiiure mit 2 Liter Wasser 
ausgefallt, nach dem Absetzen abges: wgt und noch feucht in der 
notigen Menge Sodalésung unter Erwirmen gelist. Das Filtrat 
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wird bis zur schwach kongosauren Reaktion mit verd. Salzsiiure 
ausgefillt, die Siure abgesaugt, getrocknet (21 g) und aus einer 
Extraktionshiilse mit Ather herausgelést. Die in Ather schwer 
lésliche Dehydro-desoxycholsiiure krystallisiert fast vollstiindig (18 g) 
aus und ist so gut wie rein. Schmelzp. 185°. Durch Kindampfen 
der wiBrigen Mutterlauge i. V. liBt sich die Ausbeute noch erhéhen. 


Bromierung der Dehydro-desoxycholsiure. 


3g Dehydro-desoxycholsiure wurden bei 50° im Wasserbad 
erwirmt. In diese warme Lésung lie’ man 0,4 ccm (1 Mol) Brom 
eintropfen, das nach 2 Minuten verbraucht war. Unter fortgesetztem 
Schiitteln brachte man ein zweites Mol Brom und nachdem dieses 
ebenfalls rasch absorbiert war, ein drittes zur Umsetzung. Nachdem 
die Lisung noch 4 Stunden weiter auf der angegebenen Tempe- 
ratur gehalten war, krystallisierte eine feinpulvrige Substanz aus, 
die nach 2stiindigem Stehen in der Kilte abgesaugt (1,2 g) und 
nach dem Trocknen aus der Hiilse mit Ather extrahiert wurde. 
Aus dem Ather krystallisierten 0,8 g feine Nadeln, die, zweimal 
aus Hisessig umkrystallisiert, bei 212—213° unter Zersetzung 
und Schwarzfirbung schmolzen. Die Saure halt 3/, Mol Kssig- 
siure fest gebunden; erst nach lingerem Trocknen im Vakuum 
bei 120° tritt der dafiir errechnete Gewichtsverlust ein. 

4,611 mg (bei 60°. V. getr.) Substanz gaben 7,800 mg CO,, 2,13 mg H,0O. 

4,882 mg (bei110°%i. V. getr.) - , 8,255 mg CO,, 2,24 mg H,0. 

3,017, 3,062 mg Substanz gaben 1,107, 1,109 mg Br. 

C,,H,,0,Br,-'/,CH,-CO,H (655 
Ber. C 45,80°/, H 5,39°/, Br 36,60°/, 
Gef. ,, 46,22, 46,12, ,, 5,17, 5,13, —_,, 36,70, 36,23 

Aus Aceton krystallisiert die Siiure in Nadeln vom Zers.-P. 184°. 

4,862 mg (bei 60° i. V. getr.) Substanz gaben 8,250 mg CO,, 2,25 mg H,0. 

3,331 mg Substanz gaben 1,257 mg Br. 

C,,H,,0,Br, (625) Ber. C 46,08°/, H 5,32°/, Br 38,36, 
Gef. ,, 46,28 »» 5,18 » 87,97 


Bei der Verarbeitung der Kisessigmutterlaugen, deren Inhalt 
mit wiBriger schwefliger Siiure ausgefillt und durch zahlreiche, 
hier nicht niher zu beschreibende Operationen aufgeteilt wurde, 
erhielt man bei der erschépfenden Extraktion des mit Essigester 
zur Krystallisation gebrachten Gemenges mit Ather eine darin 
unlisliche Siiure, die aus Hisessig in sechseckigen Blittchen vom 
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Schmelzp. 215° krystallisierte. Sie enthalten auch 1/, Mol Kssig- | 
siiure in fester Bindung. 
5,005 mg Substanz gaben 8,485 mg CQ,, 2,430 mg H,0. 


- 3,444 mg - ~ 1,212 mg Br. 
C,,H;30,Br, -'/,CH,-CO,H Ber. C 45,80°/,, H 5,39°, Br 36,60°, 
Gef. ,, 46,24 » 9,48 5» 36,24 


Wegen der ganz andersartigen Krystallform halten wir diese 
Saure fiir eine isomere Tribrom-diketocholansiure. 
Dieselben sechseckigen Blittchen erhielt man bei einer Bro- 
mierung von Dehydro-desoxycholsiure mit 6 Mol Brom in der 
Kalte. Die Kinwirkungsdauer betrug mehrere 'l'age. Das schlieBlich 
erhaltene krystalline Produkt wurde aus Essigester umkrystallisiert. 
Schmelzp. 2183—214°. 


4,523 mg Substanz gaben 3,990 mg AgBr. 
Ber. Br 38,36 °/, Gef. Br 37,54°/, 
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Zur Kenntnis der Kohlenhydratredoxase. 
Von 
Hans y. Euler und Ragnar Nilsson. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23, Dezember 1930.) 


Uber die pflanzliche Hexosephosphat—Dehydrogenase. 


In einer gréBeren Reihe von Arbeiten beschreiben Thunberg 
und Mitarbeiter sehr ausfiihrliche Versuche iiber Dehydrogenasen 
aus verschiedenem pflanzlichen Material. Unter den spezifischen 
Delydrogenasen bzw. Gruppen derselben interessiert uns besonders 
diejenige, die auf Hexosephosphat als Donatorsubstanz eingestellt 
ist. Bei eigenen Arbeiten iiber die Methylenblaureduktion haben 
wir die Beobachtung gemacht, dab bei Verwendung von Hexose- 
phosphaten als Donatorsubstanz (sei es bei Hefe, verschiedenen 
tierischen Organen oder Bakterien) die Reduktion sich immer 
unter Mitwirkung von Co-Zymase abspielt. Aus diesem Befund 
bei der Farbstoffreduktion, kombiniert mit anderen Tatsachen, 
die bei Studien itiber den Chemismus des enzymatischen Kohlen- 
hydratabbaues gefunden wurden, haben wir den SchluB gezogen, 
daB es sich hier um ein durch die Co-Zymase aktiviertes Oxydo- 
Reduktionsenzym handelt, das beim Kohlenhydratabbau im all- 
gemeinen eine zentrale Rolle spielt.’) 

Die Frage, ob auch diese pflanzlichen Hexosephosphatdehydro- 
genasen fiir ihre Wirksamkeit die Co-Zymase brauchen, scheint 
einer Priifung wert und ist in der letzten Zeit von besonderem 
Interesse geworden, nachdem Deuticke’) die bemerkenswerte 


') Auf unsere Auffassung iiber die chemische Natur dieser Oxydo- 
tedukti iiher einzugehen, wiirde in diesem Zusammenhang zu weit 
Reduktion niiher igehen, le l Z g 
‘iihren. Wir verweisen auf u e diesbeziigliche Darstellung, Skand. Arch. 
fiihren. Wir verweisen auf unsere diesbeziigliche Darstellung, Skand. Arcl 
f. Physiologie 59, 201 (1930). 

*) Deuticke, Diese Zs. 192, 193 (1930). 
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Aktivierung der Methylenblaureduktion durch Muskeladenylsiiure 
sowohl in Enzymlésungen aus pflanzlichem Material (Samen der Jute- 
pflanze, Corchorus capsularis) als in Muskelextrakt nachgewiesen hat. 

Bei unseren Versuchen mit Corchorus capsularis, einem 
Material, das wir Herrn Prof. Dr. T. Thunberg in Limd_ ver- 
danken, sind wir dem Verfahren von Deuticke in allen Kinzel- 
heiten gefolgt. Versuchstemperatur war dementsprechend bei 
allen Versuchen 20° Das Hexosediphosphorsiiurepriiparat war 
eine aus Candiolin dargestellte, reine Hexosediphosphorsiiure, die 
bei den Versuchen als Natriumsalz zugegeben wurde. Die vou 
uns benutzten, hochaktiven Co-Zymasepriiparate wurden uns von 
Herrn Dozenten K. Myrbiick zur Verfiigung gestellt. 


Versuch I. 
Ks wurde bei einem gewdhnlichen Knzymextrakt sofort nach 
der Extraktion der Einflu8 von zugesetzter Co-Zymase untersucht. 


Mb-Lésung: 1: 10000. Co-Zymase: ACo = 66000. 
Gesamtvolumen jeder Probe 1,2 cem. 





Probe 0,5 cem Enzym + 0,3 cem Mb + Entfirbungszeit (Min.) 








1. 2. Kein Zusatz Nach 24Stdn. noch gefiirbt 
8, 4. 14,2 mg hexosediphosphors. Na 18,0 17,5 
dD. 6. 50 Co!) 40,0 37,0 
7. 8. | 14,2 mg hexosediphosphors. Na + 50 Co 6,0 6,0 


Das Eigenreduktionsvermégen des Iermentextraktes ist wie 
ersichtlich sehr klein. Schon der Co-Zymasezusatz bewirkt eine 
ziemlich rasche Reduktion. Die Aktivatorwirkung der Co-Zymase 
kommt aber besonders in den Versuchen mit gleichzeitigem Zusatz 
von Hexosediphosphorsiure und Co-Zymase klar zum Vorschein. 
Mit einer etwas abgeinderten Versuchsanordnung ist es uns spiiter 
gelungen, ein noch deutlicheres Ergebnis zu erhalten (Versuch IV) 


Versuch II. 
Eine wichtige Ergiinzung des obigen Befundes wurde erreicht 
durch den Nachweis, daB die Corchorussamen in nicht unbetriicht- 
licher Menge Co-Zymase enthalten. 


5 g Samenpulver wurden mit 15 cem Wasser rasch aufgekocht. Die 
nach Kolieren erhaltene, triibe Fliissigkeit wurde nach der iiblichen Mikro- 
giirungsmethode auf ihren Co-Zymasegehalt gepriift. 

1) 1Co = eine Co-Zymasemenge, die unter den hier fiir die Priifung 
festgelegten Bedingungen pro 1 Stunde 1 cem CO, gibt. 
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Stunden 0,5 1,0 1,5 2,0 4,0 
0,2 ),3 8 ), 
a ae — ; 0, ie 
0,2 0,2 0,3 0,3 0,4 
1,6 3.7 5,8 7,5 10,9 
leem Extrakt. . . a ni a ’ 
1,5 8,6 5,6 1,4 10,8 











Der Extrakt enthalt etwa 4Co/ccm. Aus dem Samenpulver 
labt sich also in dieser Weise pro | g etwa 12 Co extrahieren. 


Versuch III. 

Nach Deuticke sind die Fermentextrakte aus Corchorus 
capsularis nur sehr kurze Zeit haltbar; sie miissen deshalb bis 
nach Beschickung der Ans&tze unter LHiskihlung aufbewahrt 
werden. Nach eigenen Versuchen mit ticrischem Knzym?) wissen 
wir, daB das Erléschen der Fermentwirkung bei kiirzerem Auf- 
bewahren im allgemeinen nicht auf einer Vernichtung des Enzyms 
beruht, sondern auf einer fermentativen Inaktivierung der Co-Zymase; 
wird in einem solchen Falle zu der inaktiven Enzymlisung Co- 
Zymase gegeben, so wird manchmal die Enzymwirkung praktisch 
vollig regeneriert. Es schien uns demnach nicht aussichtslos, zu 
versuchen, aus dem Enzymextrakt durch Dialyse die Co-Zymase 
abzutrennen, wodurch ein klareres Bild iiber die Co-Zymasewirkung 
erhalten werden konnte. Ein frisch bereiteter Extrakt wurde im 
Eisschrank iiber Nacht gegen eine grobe Wassermenge dialysiert. 
Der Ausgangsextrakt war mit K,HPO, bereitet. Zu 10 ccm 
dialysiertem Extrakt wurden 0,45 ccm 10°/,ige K,HPO,-Lisung 
gegeben, wodurch der Extrakt wieder auf die urspriingliche 
K,HPO,-Konzentration von 0,43°/, gebracht wurde. 


Methylenblaulésung: 1: 10000. Co-Zymase: ACo = 17000. 
Gesamtvolumen jeder Probe 1,2 cem. 





Probe 0,5 eem Enzym + 0,3 eem Mb + Entfirbungszeit (Min.) 

1, 2. 14,2 mg hexosediphosphors. Na Nach 16 Stunden noch nicht 
entfiirbt 

8. 4. 30 Co 24,0 26,0 

5. 6. | 14,2 mg hexosediphosphors. Na + 20 Co 10,0 12,0 








Durch die Dialyse verschwindet die Enzymwirkung villig, 
sie wird aber nach Zugabe von Co-Zymase wieder gréBtenteils 
zuriickgewonnen. Auch in diesem Versuch wird schon nach alleiniger 
Zugabe von Co-Zymase eine ziemlich rasche Entfarbung erhalten. 


') Myrbiick und Nilsson, Diese Zs. 165, 140 (1927). 
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Ob es sich hier um eine Donatorwirkung des Co-Zymasepriiparates 
handelt, oder ob im Enzymmaterial vorbandene Kohlenhydrate den 
Donator liefern, liBt sich wohl nicht ganz bestimmt sagen. Immerhin 
geniigt bei der kleinen Methylenblaumenge, die hier zur Ver- 
wendung kommt, schon eine winzige Verunreinigung des ('o-Zymase- 
priparates von Hexosephosphorsiureestern um eine vollstindige 
Reduktion herbeizufiihren. Der Vergleich mit Versuch I zeigt auch, 
daB unter Verwendung eines reineren Co-Zymasepriiparates 
(ACo = 66000) die durch alleinige Zugabe von Co-Zymase hervor- 
gerufene Reduktionsgeschwindigkeit viel kleiner ist. 


Versuch IV. 

Ks wurde versucht, die Aktivatoreigenschaft der Co-Zymase 
klarer hervortreten zu lassen dadurch, dab erstens nur die halbe 
Co-Zymasemenge und zweitens die doppelte Methylenblaumenge 
benutzt wurden. Die im vorigen Versuch benutzte, dialysierte 
Knzymloésung, die jetzt 2 Tage alt war, kam auch in diesem Ver- 
such zur Verwendung. 


Methylenblaulésung: 1:5000. Co-Zymase: wie im vorigen Versuch 
Gesamtvolumen jeder Probe 1,2 ccm. 





Probe} 0,5 cem Enzym + 0,3 cem Mb + Entfirbungszeit (Min.) 

1. 2. 14,2 mg hexosediphosphors. Na Nach 20 Stunden noch stark 
gefiirbt 

3. 4. 15 Co Nach 8 Stunden noch nicht 
entfiirbt 

5. 6. | 14,2 mg hexosediphosphors. Na + 15 Co 30,5 30,5 








Die Mitwirkung der Co-Zymase als Aktivator bei der Re- 
duktion kommt in diesem Versuch sehr klar zum Vorschein. Der 
Versuch zeigt auch die groBe Stabilitiit des EKnzyms. 


Versuch V. 


Bernsteinsiure wird durch den im vorigen Versuch benutzten 
Enzymextrakt nicht angegriffen. Proben mit 0,6 mg Bernstein- 
siure (als Na-Salz) waren nach 20 Stunden noch stark gefirbt. 

Das Ergebnis unserer Versuche mit Corchorus capsularis 
kénnen wir in folgenden Worten zusammenfassen. Die in den 
Samen dieser Pflanze vorkommende Hexosephosphat—Dehydrogenase 
braucht fiir ihre Wirksamkeit die Co-Zymase. Wird die in dem 
Samenextrakt vorhandene Co-Zymase durch Dialyse entfernt, so 
erlischt die Enzymwirkung, kann aber durch Co-Zymasezusatz 
regeneriert werden. Die Unbestiindigkeit der Enzymwirkung im 
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as 


Extrakt ist nicht durch die Labilitit des Enzyms, sondern durch 
die Zerstérung der Co-Zymase bedingt. 

Es ist wohl wahrscheinlich, daB auch die in anderen Ptlanzen- 
samen erhaltene Hexosephosphat—Dehydrogenase von derselben 
Natur ist. Fiir die Auffassung iiber die Verbreitung dieser Kohlen- 
hydratredoxase ist aber eine systematische Durchpriifung der in 
verschiedenen Vilanzensamen vorhandene Hexosephosphat—Dehy- 
drogenase von Interesse, und wir werden deshalb gelegentlich 
auch bei den anderen bekannten, pflanzlichen Hexosephosphat— 
Dehydrogenasen den KinfluB von Co-Zymase untersuchen. 

Da es sich also gezeigt hat, dab die hier studierten Ver- 
hiiltuisse bei Corchorus capsularis sich nicht prinzipiell von 
den Verhiiltnissen in der Hefe unterscheiden, erhebt sich die 
rage, ob die interessante Aktivierung durch Muskeladenylsiiure 
sich auch bei Hefe reproduzieren libt, eine rage, auf die wir 
bald zuriickzukommen hoffen. 

Die Aktivierung der Methylenblaureduktion durch Muskel- 
udenylsiiure erinnerte uns’) an eine von Meyerhot angegebene 
aktivierende Wirkung der Muskeladenylsiiure bei der Milchsiiure- 
bildung mit gereinigtem glykolytischem I*erment und gereinigter 
Co-Zymase sowie bei der Girung mit Apo-Zymase und gereinigter 
Co-Zymase. Bei Versuchen im hiesigen Institut (Myrbiack) mit 
Apo-Zymase und hochgereinigten Co-Zymasepriiparaten konnte 
uber eine derartige Wirkung der Muskeladenylsiiure wie kon- 
statiert werden. 

Versuch VI 

Unter der Annahme, daB unsere Apo-Zymase einen fiir die 
(o-Zymase notwendigen Aktivator enthilt’), kénnte es eine Még- 
lichkeit geben, durch partielle Inaktivierung der Apo-Zymase diese 
Aktivatorwirkung zum Vorschein kommen zu lassen. Wir haben 
diese Frage unter Verwendung der Methy!enblaureduktionsmethode 
einer Priifung unterworten. 

Zu dem Versuch wurde ein hoehgereinigtes Co-Zymasepriiparat 
(A Co = etwa 100000) benutzt. 

Von der Apo-Zymasesuspension (Apo-Zymase I, enthaltend 10 mg 
Apo-Zymase pro 1 cem) wurden 2 Portionen wiihrend '', Stunde bei 45° 
(Apo-Zymase II) bzw. 52° (Apo Zymase III) erhitzt. 





1) Auch die Beziehungen zu der den Blutdruck erniedrigenden Wirkung 
der Muskeladenylsiiure sind naheliegend; letztere sind jedoch viel weniger 


spezifisch. 
*) Die Einheitlichkeit der Co-Zymase ist von Kuler und Myrbick 
Oiters (zuletzt in dieser Zt. 190, 98) besprochen worden. 





























Zur Kenutnis der Kohleuhydratredoxase. !6D 


Die ,Standardlésung*’ enthilt pro lt cem 50mg Phosphat py, == 6,5 
-+- 29,6 mg hexosediphosphorsaures Na + 50 Co, 
Methylenblaulésung 1: 2000. 


Gesamtvolumen jeder Probe 2,5 cem., 





Entfiirbungezeit 








Probe 1,0 cem Standardlésung + 0,5 cem Mb 
(Min.) 

1. 2.105 com Apo-Zymase I ....... . 120117 

3. 4. | 0,5 ccm “ _ Seer ih ede Ktwa $90 

db. 6. | 0,5 cem * ak tw lw wt le ltl we 6 OR 14 BEd. noch 

nicht entfiirbt 
7. 8. | 0,5cem Apo-Zymase I + 0,5ecm Apo-Zymase I] 92 4 
9, 10.f 0,5¢em - J 4. O,5c¢cm ‘a II] 110 LOY 


Die Reduktionsgeschwindigkeit, die unter Verwendung einer 
Mischung der verschiedenen Hefesuspensionen erhalten wird, geht 
nie iiber die Summe der fiir die einzelnen Komponenten er- 
mittelten Reduktionsgeschwindigkeiten hinaus. Die Existenz eines 
Aktivators in der Apo-Zymase wird also durch diesen Versuch 
nicht gestiitzt, und somit geben auch diese Versuche keinen An- 
haltspunkt fir die Annahme, dab an der Girung durch Trocken- 
hefe auBer der Co-Zymase noch ein weiterer Aktivator wesentlich 
heteiligt ist. 


Uber die Umsetzung der Kreatinphosphorsaure. 


Die Synthese der Kreatinphosphorsiiure ist bekanntlich in 
irgendeiner bis jetzt voéllig unerklirten Weise an den in dem- 
selben System gleichzeitig ablaufenden Kohlenhydratabbau ge- 
kniipft. Unter der Annahme, dab die Synthese und die Spaltung 
der Kreatinphosphorsiiure eine einfache Veresterung bzw. Hydro- 
lyse darstellt, 1aBt sich eine ungezwungene Erklirung fiir die 
Rolle des Kohlenhydratabbaues bei der Synthese schwer finden. 
Ks bleibt noch zu ermitteln, ob die Menge der anwesenden Kreatin- 
phosphorsiiure zum Kohlenhydratumsatz in stéchiometrischer 
Beziehung steht, oder ob sie — wie die Zymophosphorsiure — 
an dieser Reaktion teilnimmt, indem sie als Initiator bei enzy- 
matischen Kettenreaktionen wirkt, die bis jetzt noch nicht 
systematisch untersucht sind. Ob bei den Umsetzungen der 
Kreatinphosphorsiure die Co-Zymase beteiligt ist, ist noch un- 
bekannt, und bildet eine nicht unwichtige Aufgabe. Wiéihrend 
wir iiber die nicht unbetriichtliche Affinitiit der niedrigen Amin¢ 
siuren Glykokoll und Alanin durch quantitative Messungen orici- 





266 Hans v. Euler und Ragnar Nilsson, 


tiert sind’), liegen ihnliche Bestimmungen beziiglich ihrer Affini- 
tit zu Guanidin, Kreatin und Kreatinphosphorsiiure noch nicht 
vor.”) Ks bleibt experimentell zu priifen, ob nicht die Addition 
eines der genannten Guanidinderivate die Spaltung der Zymo- 
hexosen bezw. ihrer Phosphorsiiurederivate einleitet.2) Anderer- 
seits kénnte ein oxydoreduktiver Umsatz zwischen Zucker und 
(suanidinderivat vielleicht die Energieiibertragung vom Kohlen- 
hydrat auf die Kreatinphosphorsiiuresynthese vermitteln, Zur 
ersten Orientierung auf diesem Gebiet haben wir die Methode 
der Methylenblaureduktion gewahlt. 


Versuch VII. 


Der EinfluB von Kreatin auf die Methylenblaureduktion durch 
frische Rattenmuskulatur wurde untersucht. Das Tier wurde 
durch Dekapitieren getétet, dic Muskulatur der Extremitiiten sofort 
herauspripariert und unter Hiskiihlung fein zerschnitten. 

Das Kreatinpriparat war aus Ochsenfleisch dargestellt. 

Methylenblaulésung 1 : 2000. 


Gesamtvolumnen jeder Probe 2,5 ccm. 





Probe 0,2 ¢ Muskulatur + 0,5 cem Mb + Entfirbungszeit (Min.) 
oo Ohne Zusatz 140 = 186 
3. 4. 20 mg Kreatin 114. 114 








Versuch VIII. 

Die im vorigen Versuch benutzte frische Muskulatur wurde 
durch Waschen mit Wasser von den Donatoren befreit. Nach 
einer Reaktionszeit von 4 Stunden war die Reduktion fast voll- 
stiindig. Kine Aktivierung durch Kreatinzusatz lieB sich nicht 
feststellen. 

Versuch IX. 

Aus frischer Rattenmuskulatur wurde mit Aceton und Ather 
ein Trockenpriiparat hergestellt. Die Methylenblaureduktion in 
diesem Trockenmuskel wurde nicht durch Kreatin aktiviert, auch 
nicht bei gleichzeitigem Zusatz von Glykogen. 


1) Vgl. hierzu Euler u. Brunius, Ber. chem. Ges. 60, 992 (1927); 
Liebigs Ann, 467, 128 (1928). 

2) Uber cine Anzahl von Affinitiitsmessungen (Zucker-Adenin u. a.) 
soll demniichst Mitteilung gemacht werden. 
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Versuch X. 


Frische Rattenmuskulatur wurde mit dem gleichen Gewicht 
Wasser und Sand verrieben. 5 ccm des abgepreBten Saftes wurden 
mit 5ccm 0,43 °%/,iger K,HPO,-Lisung und ft com Co-Zymase 
entsprechend 600 Co von einem Co-Zymasepriiparat mit ACo = 
100000) versetzt (= Extrakt). 

Zu den folgenden Versuchen wurde ein Kreatinpriiparat von 
Merck benutzt. Die Kreatinphosphorsiure') wurde als Natrium- 
salz zugegeben. Das Natriumsalz wurde aus dem Bariumsalz 
durch Umsetzung mit Natriumsulfat erhalten. 1 ccm der so er- 
haltenen Lésung entspricht etwa 30 mg Bariumsalz. 


Metbylenblaulésung 1 : 2000. 


Gesamtvolumen jeder Probe 2,5 cem. 





Probe 1,0 cem Extrakt + 0,5 cem Mb + Entfairbungszeit (Min.) 

1 & Ohne Zusatz Nach 150 Min. noch nicht 
ganz entfiirbt 

Ome Broplim . . 1. 1 ss 113 

5. 6. 1,0 ccm kreatinphosphorsaures Na 1) 52 

7. 8 35 ng hexosediphosphorsaures Na 3D 37 








Versuch XI. 

Aus frischem Ochsenfleisch wurde ein T'rockenpriiparat mit 
Aceton und Ather dargestellt. Durch Schiitteln in einem Sieb 
wurde aus diesem Trockenpriiparat ein feines Muskelpulver ab- 
getrennt, das im folgenden Versuch zur Verwendung kam. 

Puffer-Co-Zymase: Pro 1 ccm 83 mg Phosphat p,, = 6,5 
+- 100 Co (ACo = 100000). Sonstige Reagentien wie im vorigen 
Versuch. 

Gesamtvolumen jeder Probe 2,0 cem. 





Probe 50 mg Muskelpulver + 0,5 cem Puffer- Entfarbungszeit 
Co-Zymase + 0,5 ecm Mb + (Min.) 

bh &, Ohne Zusatz Nach 20 Std. noch 

3. 4, 10 mg Kreatin etark gefiirbt 

B 66, 1 cein kreatinphosphorsaures Na. , 12 

7. 8. 17,5 mg hexosediphosphorsaures Na. 21 22 








ee 


1) Dargestellt nach P. u. G. P. Eggleton; nicht ganz rein. 
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Das Ergebnis unserer Versuche mit Kreatin und Kreatin- 
phosphorsiure ist kurz das folgende: Bei frischer Muskulatur 
und bei Muskelextrakt wurde durch Kreatinzusatz eine Akti- 
vierung der Methylenblaureduktionsgeschwindigkeit erhalten, bei 
susgewaschener Muskulatur und bei Trockenpriparaten konnte 
dagegen keine aktivierende Wirkung des Kreatins konstatiert 
werden. Durch Kreatinphosphorsiiure wurde die Reduktions- 
geschwindigkeit sowohl bei Muskelextrakt als bei Trockenmuskel 
erheblich aktiviert. Dabei muB man aber bedenken, daB eine 
relativ kleine Verunreinigung der benutzten Kreatin- und Kreatin- 
phosphorsiiurepriparate eine ihnliche Donatorwirkung vortiiuschen 
kénnte. Nach unseren Versuchen scheint eine weitere Bearbeitung 
dieses Themas wiinschenswert. 


Zusammenfassung. 

1. Es wurde nachgewiesen, daB die Hexosephosphat-Dehydro- 
genase aus den Samen der Jutepflanze (Corchorus capsularis) 
nur in Gegenwart von Co-Zymase wirksam ist. 

2. Kine Donatorwirkung von Kreatin und von Kreatinphos- 
phorsiiure bei der Methylenblaureduktion mit Muskel wurde ge- 
funden, wobei es aber noch unentschieden bleibt, in welchem 
Grade der erhaltene Effekt auf eine eventuelle Verunreinigung 
der Kreatin- und Kreatinphosphorsiiurepriparate zuriickgefiihrt 
werden kann. 
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Uber Cholin im Uterus 
und seine Beziehung zur Wehentatigkeit. 
Von 


Erich Strack und Adalbert Loesechke. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. November 1990.) 


Wrede, Strack und Bornhofen!) fanden, daB ein hoch- 
schwangerer menschlicher Uterus kein Cholin enthilt. Es ist doch 
sehr auffallend, dab gerade im hochgraviden Uterus Cholin zu 
einer Zeit fehlt, in der die Base in der Placenta sehr reichlich 
vorhanden ist. Wir haben es daher unternommen diesen Befund, 
der bisher nur einmal erhoben worden ist, nachzupriifen und zu 
bestimmen, wieviel Cholin in nichtgraviden sowie graviden mensch- 
lichen Uteri verschiedenen Alters enthalten ist. Wir erhofften 
hierdurch eine weitere Kliirung der Frage inwieweit das Cholin 
physiologischerweise den Geburtsvorgang beeinfluBt. Auber mensch- 
lichen Organen untersuchten wir auch solche von Rindern und 
Schweinen, stellten jedoch so wesentliche Unterschiede zwischen 
Mensch einerseits und Rind undSchiwein andererseits fest, da’ irgend- 
welche Riickschliisse aus diesen Befunden fiir den Menschen nicht 
gezogen werden kénnen. 

Der Cholingehalt des Uterus bei Schwein und Rind ist nach 
unseren Untersuchungen im schwangeren und _ nichtschwangeren 
Zustand anniihernd gleich groB, rund 160 mg im kg lrischorgan, 
(beim graviden Schwein 100mg.) Das ist eine Menge, die derjenigen 
der iibrigen Organe?’) dieser Tiere entspricht. Auffallenderweise 
ist nun der Cholingehalt beim Menschen ein ganz anderer. Es 
zeigte sich, daB schon der normale nichtschwangere Uterus einen 
geringeren Gehalt, 47 mg pro kg, hat, als die menschliche Placenta 
und die entsprechenden Organe bei Schwein und Rind. Niemals 
gelang es uns jedoch im schwangeren menschlichen Uterus Cholin 

1) Diese Z. 183, 123 (1929); Arch. f. Gyn. 140, 367 (1930). 

*) Kinoschita, Pfliigners Arch. 152, 607 (1910); Guggenheim, Die 
biogenen Amine, 1924. 63. 
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mit unserer Methode nachzuweisen, selbst nicht bei solchem aus 
dem dritten und zweiten Monat. 

In diesem Zusammenhang interessierte es uns, da ganz nor- 
males menschliches Material sehr schwierig zu beschaffen war), 
wieweit emdeutig pathologisch veriinderte Uteri Abweichungen 
zeigten. Wir untersuchten die leichter zugiinglichen Myome und 
fanden, daB sie sich in ihrem Cholingehalt nicht von der iibrigen 
untersuchten Uterusmuskulatur unterscheiden. Ganz analog lieb 
auch ein myomatés entarteter Uterus aus dem dritten bis vierten 
Schwangerschaftsmonat kein Cholin auffinden. Durch diese Unter- 
suchungen schlossen wir gleichzeitig aus, dab die Schleimhaut, die 
in den untersuchten schwangeren Organen fehlte, die Hauptmenge 
an Cholin enthiilt und so den Unterschied zwischen gravidem und 
nichtgravidem Uterus verursacht. Wir nehmen an, dab die Base 
in beiden Geweben in derselben GréSenordnung vorkommt. Beim 
Tier — es wurde ein nichtgravider Schweineuterus untersucht — 
enthielt Schleimhaut und Muskulatur gleichviel an Cholin. 

Der Cholingehalt der Placenta des Menschen ist mit 180 mg 
pro kg?) gegeniiber dem Uterus sehr grofb. Beim Rind ist eher 
das Gegenteil der Fall; denn wir fanden in Rinderplacenten aus 
dem 5. Schwangerschaftsmonat 90 mg pro kg und in der dazu ge- 
hdrigen Uterusmuskulatur 155 mg. In diesen Placenten, die gestielt 
der Uteruswand aufsitzen, war materner und fetaler Anteil gemein- 
sam untersucht worden. Diese beiden Anteile verhalten sich aber 
nicht gleich. Wihrend wir in 1 kg des maternen Anteils 103 mg 
fanden, ergab der fetale nur 54mg. Dieser Unterschied liBt sich 
vielleicht durch den héheren Gehalt an Fliissigkeit in der fetalen 
Placenta erkliiren, da alle Korperfliissigkeiten wenig Cholin ent- 
halten.*) Auch im Fruchtwasser vom Rind fanden wir kein Cholin. — 
Da nur der fetale Anteil geboren wird, so ergibt sich im Ver- 
lauf der Graviditiit eine Anreicherung an Cholin von 54 mg im 
5. bis 6. Schwangerschaftsmonat auf 114 mg fiir reife geborene 
Placenten.*) Ob eine solche Anreicherung auch beim Menschen 
stattfindet, konnten wir nicht kliren, da es uns nicht gelang das 
hierzu nétige Material zu beschaffen. 


') Herrn Geheimrat Sellheim, Direktor der Universitiitsfrauenklinik 
Leipzig und Herrn Professor Niirnberger, Direktor der Universitiitsfrauen- 
klinik Halle danken wir fiir freundliche Uberlassung von Organen. 

*) Wrede u, Mitarb. a. a. O. 

') Guggenheim u. Léffler, Biochem. Z. 74, 208 (1916). 

‘) Wrede u. Mitarb. a. a. O. 


























Uber Cholin im Uterus und seine Beziehung zur Wehentiitigheit. 27] 


Welche Folgerungen kinnen wir nun aus unseren Befunden 
fiir die Wehentitigkeit beim Menschen ziehen? Der menschliche 
Uterus verarmt anscheinend schon bei Beginn der Schwangerschaft, 
sicher im 2. Monat, an Cholin. Man kénnte hierin eine Schutz- 
maBnahme des Organs gegeniiber Reizwirkungen des eigenen 
Cholins sehen. Eine Empfindlichkeitssteigerung des schwangeren 
Uterus gegeniiber dem nichtschwangeren fiir Cholin ist zwar beim 
Tier bekannt!), doch haben wir keine experimentellen Beweise 
dafiir, daB auch beim Menschen eine solche Steigerung  statt- 
findet oder gar mit der Cholinverarmung im Uterus parallel geht. 
Weiterhin besteht der so auffallende Gegensatz im Cholingehalt 
zwischen der Placenta und dem schwangeren Uterus. Bei der 
engen Verbundenheit dieser beiden Organe liegt eine Kinwirkung 
von Seiten der Placenta wohl im Bereich der Moglichkeit. Nach 
Wrede ist es jedoch unwahrscheinlich, daB die Placenta wihrend 
der Wehen Cholin abgibt. Dieser Angabe liegt die Beobachtung 
zugrunde, daB der prozentische Gehalt an Cholin bei Placenten 
mit und ohne Wehen gleich groB ist. Da durch die Geburt Ge- 
wichtsiinderungen dieses Organs eingetreten sein kénnen, erscheint 
es richtiger, den absoluten Gehalt als MaB zu nehmen. Dieser 
ist nun aber nach den Zahlen von Wrede und Mitarbeiter’) bei 
den unter starken Wehen geborenen Placenten um 20 mg = 25°/) 
an freier Base geringer als bei denen, die ohne Wehen untersucht 
worden waren. Wo diese Cholinmengen hingekommen sind, und 
ob sie den Uterus zu beeinflussen vermégen, bleibt offen. — Ob- 
gleich manches dafiir spricht, wagen wir es nicht auf Grund unse- 
rer Befunde, sowie der Anderer*), zu entscheiden, ob das Cholin 
oder seine Abkémmlinge als physiologische Reizstoffe fiir die Wehen 
anzusehen sind. Dazu mu8 man weitere Beweise verlangen, denn 
der Kérper verfiigt noch iiber andere Stoffe und Kinrichtungen, 
die dazu ebensogut geecignet erscheinen.*) 

Zur Methodik bemerken wir, da8 sich aus den in 96°/,igem 
Alkohol konservierten Organen ebensoviel Cholin isolieren lief 
wie aus den sofort aufgearbeiteten frischen. Umesterungen und 
Hydrolyse von Phosphatiden finden unter diesen Umstinden wohl 
kaum statt, auch nicht innerhalb von 6 Monaten. 


') Engeland und Kutscher Z, Biol. 57, 532 (1911). 

2) Wrede und Mitarb. a. a. O. 

*) Vel. dazu Sievers, Z. Biol. 87, 319 88, 145 (1929). 

‘) Vgl. Binz, Ber. ges. Gynikolog. u. Geburtsh. 1, 300 (1923). 
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Kapfhammer und Bischoff!) haben kiirzlich festgestellt, das 
,freies* Cholin im Kérper zum grébten Teil in Form von Acetyl- 
cholin vorkommt. Ihre interessanten Befunde beriihren unsere 
Ergebnisse nur mittelbar. Wir glauben, daB das mit unserer 
Methode bestimmbare Cholin das gesamte ,leicht bewegliche“ 
Cholin der untersuchten Organe ist, ohne damit gesagt zu haben, 
in welcher Form es im Gewebe vorgelegen hat. Die von Kapf- 
hammer gefundenen Mengen an Acetylcholin und unsere Cholin- 
befunde sowie die vieler anderer Untersucher stimmen soweit 
iiberein, dali man wohl mit Kapfhammer annehmen kann, dab 
das von uns bestimmte Cholin urspriinglich in Form von Acetyl- 
cholin vorgelegen hat. Vielleicht lassen sich hierdurch auch die 
wesentlichen Unterschiede bei den Bestimmungen erkliiren, die von 
verschiedenen Autoren erhoben worden sind. 


Methodiseher Teil. 


Die Organe arbeiten wir fast genau so auf wie Wrede, Strack und 
sornhofen®): Sie werden frisch oder in Alkohol konserviert zerkleinert, 
(im letzteren Fall wird der Alkohol vorher verdampft und der Riickstand 
zur Hauptmenge gegeben), in die doppelte Menge siedenden Wassers ein- 
getragen und zwei Minuten gekocht; dann wird mit Essigsiure deutlich lack- 
mussauer gemacht und weitere drei Minuten gekocht. Nach Abkiihlen wird 
in einem Coliertuch abgepreBt und der Riickstand zweimal mit je 100 eem 
Wasser verriihrt und abgeprebt. Das Filtrat wird durch ein Kieselgurfilter 
gesaugt und im Vakuum auf etwa 50 cem eingeengt, Diese werden in 300 ccm 
siedenden 96° ,igen Alkohol unter Umriihren eingegossen. Es wird dekan- 
tiert und der Niederschlag, sowie der Vakuumkolben zweimal mit je 100 cem 
Alkohol ausgekocht. Nach mehrstiindigem Stehen in der Kilte wird filtriert 
und im Vakuum zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wird viermal 
mit 50 cem heibem Alkohol ausgezogen, der Alkohol kalt filtriert, auf 50 cem 
eingeengt und mit dem gleichen Volumen hei gesiittigter alkoholiseher Sub- 
limatlisung versetzt. Nachdem das Gemisch 24 Stunden in der Kiilte ge- 
standen hat, wird abgesaugt, mit kalt gesiittigter alkoholischer Sublimat- 
lésung nachgewaschen. Der Niederschlag wird dreimal mit je 50 cem Wasser 
ausgekocht, filtriert und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Das Filtrat vom 
Quecksilbersulfid wird im Vakuum auf wenige Kubikzentimeter  ein- 


') Diese Z. 190, 179 (1930), Arch. f. exp. Path. 157, 84 (1930). Vor- 
trag auf der Koénigsberger Tagung der Deutschen pharmakologischen Ge 
sellsehaft 1930, sowie persénliche Mitteilung. 

2) Diese Z. 183, 128 (1929). — Anmerkung. Das reeht liistige Schiiumen 
eiweiBhaltiger Fliissigkeiten konnten wir oft einfach dadurch verhiiten, dab 
wir die Capillare mit Alkohol, Ather usw. fiillten. Der Verbrauch an Alko- 
hol usw. betriigt stets nur einige Kubikzentimeter. 
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gedampft, quantitativ in ein Krystallisierschiilchen filtriert und im Exsiccator 
wieder bis auf 4—5 ccm gebracht. Auf Zusatz von 2 cem 40°/,iger Gold- 
chloridlésung fillt das Cholingoldchlorhydrat aus. Umkrystallisiert wird 
durch Erwiirmen gleich in der Mutterlauge. Die Krystalle werden nach 
Absaugen mit wenig kalter 10°/,iger Salzsiiure gewaschen, getrocknet und 
zur Analyse gebracht. Durch weiteres Kindunsten im Exsiceator liBt sich 
noch eine zweite geringe unreine Fraktion gewinnen, die gesondert analysiert 
wird. Sie wurde nur in die angegebene Gewichtsmenge cinbezogen, wenn 
Analyse und Schmelzpunkt einwandfrei fiir Cholinchloroaurat eprachen. Ihre 
Menge war aber stets unwesentlich fiir die GréBenordnung. Die gewonnenen 
Salze werden durch Doppelanalyse und Schmelzpunkt  sichergestellt. 
Auch analysenreine Produkte schmelzen unter Aufschiiumen zwischen 244 
und 274° 


A. Aufarbeitung menschlicher Uteri. 


I. Durch Operation gewonnene Uteri nichtschwangerer Frauen im Alter 
von 20—45 Jahren. Die Operation erfolgte auf die verschiedensten In- 
dikationen hin. Frischgewicht, der in Alkohol konservierten Organe, war 
1841 g. Aufarbeitung in drei Portionen. 

1. Erhalten 64 mg Goldsalz vom Schmelzp. 247° und 

44,50; 44,54°/, Au. 
Ber. fiir Cholinchloroaurat C,H,,NOAuClI, (443,1) : 44,50°/, Au. 
2. Erhalten 71 mg Goldsalz vom Schmelzp. 249° und 
44,28; 44,32°/, Au. 
8. Erhalten 86 mg Goldsalz vom Schmelzp. 250° und 
44,27; 44,279), Au. 
Das sind 33 mg freies Cholin pro Kilogramm Frischorgan. 


II. Durch Sektion gewonnene Uteri nichtschwangerer Frauen im Alter 
von 21—44 Jahren (12—24 Stunden post mortem) in Alkohol konserviert. 
1. Frischgewicht 380 g 
Erhalten 70 mg Goldsalz vom Schmelzp. 243° und 
44,27; 44,299), Au. 
2. Frischgewicht 350 g 
Erhalten 62 mg Goldsalz vom Schmelzp. 250° und 
44,35; 44,42/, Au. 
Das sind 49 mg freies Cholin pro Kilogramm Frischorgan. 


III. Uterusmyome in Alkohol konserviert. Frisechgewicht 1164 g. Auf- 
gearbeitet in zwei Portionen. 
1. Erhalten 117 mg Goldsalz vom Schmelzp. 248° und 
44,15; 44,12°/, Au. 
2. Erhalten 109 mg Goldsalz vom Schmelzp. 248° und 
44,96°/, Au. 
Das sind 53 mg freies Cholin pro Kilogramm Frischorgan. 
IV. Myomatése Uteri nichtschwangerer Frauen, in Alkohol konserviert. 
Frischgewicht 1904 g. Aufgearbeitet in 2 Portionen von je 952 g. 
1. Erhalten 198 mg Goldsalz vom Schmelzp. 252° und 
44,38; 44,82°/, Au. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCIV. 18 
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2. Erhalten 205 mg Goldsalz vom Schmelzp. 253° und 
44,37; 44,279/, Au. 
Das sind 58 mg freies Cholin pro Kilogramm Frischorgan. 


VY. Uterus mit gréBerem Myom, das stark fibrés durchwachsen war. 
Frischgewicht 742 g. 

Erhalten 55 mg Goldsalz vom Schmelzp. 249° und 

44,42; 44,44°/, Au. 

Das sind 20 mg freies Cholin pro Kilogramm Frischorgan. 

Ks enthalten also alle nichtschwangeren Uteri sowie 
die entsprechenden Myome Cholin in gleicher GréBenordnung. 
Das Mittel betriigt, mit Ausnahme des Letzten wegen des starken 
Bindegewebes, 47 mg freies Cholin pro Kilogramm Frisch- 
organ. 

VI. Aufarbeitung von schwangeren menschlichen Uteri. Nach Ent- 
fernung der Feten, Eibiiute und Blutkoagula wurden verarbeitet: 

1. 3 Uteri mens [I + III in Alkohol konserviert 
1 Uterus ,, IV - ™ on 
1 m ” Ili — IV frisch, leicht myomatés 

l “ is IX — X in Alkvhol konserviert 
5. 1 ” ” X ” ” ” 


Ks wurde kein Cholin mit Sicherheit nachgewiesen. 


> . 
. . . 


B. Aufarbeitung von Rind- und Schweineuteri. 


Das Material wurde von frisch geschlachteten Tieren sofort ins Labo- 
ratorium gebracht, so daB es noch warm weiterverarbeitet wurde. Von den 
Uteri wurde immer nur ein Teil des Gesamtgewebes verarbeitet. 

I. 1. Rinderuterus nichtgravid, in Alkohol konserviert. Frischgewicht 
365 g. 

Erhalten 207 mg Goldsalz vom Schmelzp. 248° und 

44,62; 44,50°/, Au. 
Das sind 155 mg freies Cholin pro Kilogramm Frischorgan. 
2. Rinderuterus gravid mens V in Alkohol konserviert. Frischgewicht 


360 g. 
Erhalten 244 mg Goldsalz vom Schmelzp. 244° und 


44,32; 44,30°/, Au. 
3. Rinderuterus gravid mens V—VI. Frischgewicht 654 g. 
Erhalten 328 mg Goldsalz vom Schmelzp. 248° und 
44,26; 44,309/, Au. 
Das sind 154 mg freies Cholin pro Kilogramm Frischorgan. 
Es besteht kein Unterschied zwischen graviden und nicht- 
vraviden Uteri. Der durchschnittliche Gehalt betragt 154 mg 
freies Cholin pro Kilogramm Frischorgan. 
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II. 1. Schweineuterus nicht gravid. Es wird Muskulatur und Schleim- 
haut getrennt untersucht. 
Muskulatur in Alkohol konserviert. Frischgewicht 398 g. 
Erhalten 225 mg Goldsalz vom Schmelzp. 244° und 
44,35; 44,34°/, Au. 
Das sind 155 mg freies Cholin pro Kilogramm Frischgewebe. 
Schleimhaut in Alkohol konserviert. Frischgewicht 384 g. 
Erhalten 240 mg Goldsalz vom Schmelzp. 244° und 
44,32: 44,38°/, Au. 
Das sind 172 mg freies Cholin pro Kilogramm Frischgewebe. 
2. Schweineuterus gravid 8. Woche, in Alkohol konserviert. Frisch- 
gewicht 450 g. 
Erhalten 161 mg Goldsalz vom Schmelzp. 249° und 
44,44; 44.369/, Au. 
Das sind 98 mg freies Cholin pro Kilogramm Frischorgan. 


C. Aufarbeitung von Placenten und Fruchtwasser. 

I. Um den Einflu8 von Athylalkohol kennen zu lernen, der zum Kon- 
servieren benutzt wurde, werden menschliche Placenten mit der Fleisch- 
maschine zerkleinert. Der eine Teil wird sofort, der andere nach sechs- 
monatigem Stehen mit gleichen Teilen 96°/, igen Alkohols aufgearbeitet. 
Frischgewicht der Portion je 570 g. 

Erhalten fiir frische Placenta 304 mg Goldsalz vom Schmelzp. 255° und 

44,59; 44,58°/, Au. 

Erhalten fiir konservierte Placenta 340 mg Goldsalz vom Schmelz- 

punkt 247° und 
44,29; 44,27°/, Au. 

Beim Stehen unter Alkohol ist also der Cholingehalt von 146 mg pro 
Kilogramm auf 163 mg angestiegen; in der GréBenordnung hat er sich 
nicht geiindert. 

II. 1. Rinderplacenten, materner und fetaler Anteil, mens V._ Frisch- 
gewicht 330 g. 

Erhalten 108 mg Goldsalz vom Schmelzp. 253° und 

44,16; 44,279), Au. 


Das sind 90 mg freies Cholin pro Kilogramm Frischorgan. 

2. Rinderplacenten mens V—VI. Es wird materner und fetaler Antei! 
gesondert untersucht. Sie lassen sich glatt voneinander abziehen. Die an- 
haftenden Eihiiute werden entfernt; es wird also nur Placentargewebe ver- 
arbeitet. 

a) Materner Anteil. Frischgewicht 616 g. 

Erhalten 264 mg Goldsalz vom Schmelzp. 240° und 

43,84; 43,64°/, Au. 

Frischgewicht 500 g. 

Erhalten 155 mg Goldsalz vom Schmelzp, 241° und 

44,35; 44,28°/, Au. 
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Das sind 103 mg freies Cholin pro Kilogramm Frischorgan. 
b) Fetaler Anteil. Frischgewicht 425 g. 
Erhalten 90 mg Goldsalz vom Schmelzp. 248° und 
44,27; 44,21°/, Au. 
Frischgewicht 500 g. 
Erhalten 92 mg Goldsalz vom Schmelzp. 242° und 
44,27; 44,22°), Au. 
Das sind 54 mg freies Cholin pro Kilogramm Frischorgan. 
Eine Trockensubstanzbestimmung dieser Placenten ergab: 
Fiir den maternen Anteil 15,82°/, und 15,90°), Trockensubstanz 
» yy. fetalen " 9,13 »» 9,26 % 
Bezieht man die gefundenen Cholinwerte auf die Trockensubstanz, so 
sind sie in beiden Anteilen anniihernd gleich grob. 
III. Bei der Aufarbeitung von zweimal je 1 kg Fruchtwasser von 
Rindern aus dem fiinften Monat lieB sich kein Cholin gewinnen. 


Zusammenfassung. 


Kin Kilo menschlicher nichtgravider Uterus (Frischgewicht) 
enthalt durchschnittlich 47 mg Cholin (Mittel aus 9 Bestimmungen). 
Im graviden Uterus l]aéBt es sich nicht nachweisen. 

Rind- und Schweineuterus enthalten im graviden und nicht- 
graviden Zustand anniihernd gleichviel Cholin, rund 160 mg. 

Ein physiologischer Zusammenhang zwischen Cholingehalt des 
Uterus und Wehentitigkeit konnte nicht nachgewiesen werden. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir 
fiir Mittel zur Durchfiihrung der Arbeit. 
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und Karl Zeile; M. Dolch und E. Poechmueller; Karl Zeile und H. 
v. Euler; Y. Kotake; E. Wedekind und W. Schicke; Hermann 
Fink; Karl Zeile; H. Fischer und W. Fréwis; H.v. Euler und Tore 
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Diese Z. 


Amer. chem. J. 
Amer. J. Physiol. 
Arch. f. exper. Path. 


Ber. chem. Ges. 
Ber. Physiol. 


Biochem. Z. 
Biochemie. J. 

Bull. Soe. Chim. biol. 
Bull. Soc. chim. 
Chem. Z. 

C. r. Acad. Sci. 


Helvet. chim. Acta. 
J. of Biochem. 

J. of biol. Chem. 

J. of Physiol. 

J. prakt. Chem. 
Landw. Versuchsstat. 
Liebigs Ann. 

Mh. Chem. 

Naturw. 

Pfliigers Arch. 


Skand. Arch. Physiol. 
Z. Biol. 
Z. physik. Chem. 
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== American chemical Journal. 

== American Journal of Physiology. 
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mentelle Pathologie und Pharmakologie. 

== Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 
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Experimentelle Pharmakologie. 

== Biochem. Zeitschrift. 

== Biochemical Journal. 

== Bulletin de la Société de Chimie Biologique. 

== Bulletin de la Société chimique de France. 

== Chemisches Zentralblatt. 

== Comptes Rendus Hebdomaires des Séances 
de l’Académie des Sciences, 

== Helvetica Chimica Acta. 

== Journal of Biochemistry. 

== Journal of Biological Chiiahiey. 

== Journal of Physiology. 

== Journal fiir praktische Chemie. 

== Landwirtschaftliche Versuchsstation. 

== Justus Liebigs Annalen der Chemie. 

== Monatshefte fiir Chemie. 

== Die Naturwissenschaften. 

== Pfliigers Archiv fiir die gesamte Physiologie 
des Menschen und der Tiere. 

== Skandinavisches Afchiv fiir Physiologie. 

== Zeitschrift fiir Biologie. 

== Zeitschrift fiir Physikalische Chemie, 
Stéchiometrie und Verwandtschaftslehre. 
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